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SANTRAUKA

Bioaktyviy junginiy iSgavimas 1§ maisto pramonés lignoceliulioziniy atlieky tampa
patrauklus dél pigios Zaliavos, nesudétingos logistikos ir aukstos galutiniy produkty pridétinés
vertés. Dazniausiai vertingy junginiy iSgavimas atliekamas jvairiais ekstrakcijos metodais, o juy
ekstrakty miSiniai arba iSgryninti komponentai naudojami kosmetikos, farmacijos ir kitose
srityse. Kadangi lignoceliuliozés dariniai yra pagrindinés naudojamos Zaliavos sudétinés dalys,
tyréjai vis dazniau, siekdami iSgauti didesnius kiekius bioaktyviy medziagy, naudoja
komercinius fermenty miSinius, kurie pasizymi aukStu karbohidraty hidrolizés aktyvumu.

Sio darbo tikslas buvo nustatyti optimalias kanapiy sékly luobeliy fermentavimo salygas
naudojant komercinj fermenty miSinj Viscozyme L (102 KMC IU). Gautos optimalios
fermentavimo salygos buvo pritaikytos atliekant kanapiy sékly lukSty biomasés fermenting
hidrolize. Naudotas neapdorotas ir i§ anksto apdorotas jvairiomis SFE-CO2, PLE, UAE
ekstrakcijos metody kombinacijomis kanapiy substratas. Sudaryta efektyviausio bioaktyviy
junginiy iSgavimo technologinio proceso aparatiiriné schema.

Optimizavimo planui jvykdyti buvo sudarytas 3 kintamyjy (pH, E/S, ekspozicijos trukmes)
centrinis kompozicinis rotatabilinis planas (CKRP) su statistiniy duomeny apdorojimo programa
Design-Expert. Pagal programos sudaryta 20 eksperimenty plana, indai su méginiais inkubuoti
pagal atitinkamai gautas kintamyjy salygas ir kratyti orbitaline purtykle iSlaikant pastovig 50 °C
temperatirg ir 250 aps/min greitj. Po fermentiniy hidroliziy DNS metodu iSmatuotos
redukuojanciy cukry koncentracijos skystosiose méginiy fazése, o gauti rezultatai, kaip atsako
signalai, suvesti ] Design-Expert programg ir analizuoti. Nustatytos optimalios sglygos: pH=4,54,
E/S=6,7, ekspozicijos trukmé — 6 val ir 12 min visada islaikant 50 °C temperatiira ir 250 aps/min
orbitalinés maiSyklés greitj. Kanapiy sékly luobelés buvo apdorotos SFE-CO2, PLE (acetonu,
70% etanoliu, 140 °C vandeniu), UAE (acetonu, 70 % etanoliu, 50 mmol/L natrio citratiniu

buferiniu tirpalu) ekstrakcijy metody kombinacijomis. Nustatyta, kad didZiausia tirpiy junginiy



iSeiga susidaro atlickant kanapiy sékly luobeliy zaliavos apdorojimg SFE-CO: ir vykdant
ekstrakcijg PLE (acetonu, 70 % etanoliu, 140 °C vandeniu). Gauta suminé¢ iSeiga sieké 21,30 %.
SFE-CO:2 apdorota kanapiy luksty biomasé taip pat ekstrahuota netiesioginiu UAE (acetone) ir
UAE (70 % etanolyje), o toliau atitinkamai PLE (acetonu) ir PLE (70 % etanoliu). Nustatyta, kad
Sios ekstrakcijy kombinacijos atitinkamai 11,56 % ir 22,50 % pakélé tirpiy junginiy iSeigas
lyginant su iSeigomis gautomis po ekstrakcijy atlikty Sia seka: zaliava apdorota SFE-CO2, PLE
(acetonu) arba SFE-CO2, PLE (70 % etanoliu). Kanapiy sékly luobelés i§ anksto apdorotos
skirtingy ekstrahavimo kombinacijy buvo fermentuotos optimaliomis saglygomis. Nustatyta, kad
fermentacijos atliktos su zaliava po SFE-CO:2 ir PLE (acetonu), PLE (70 % etanoliu), PLE (140
°C vandeniu) padidina nuo 5 iki 8 karty bioaktyviy junginiy iSeigas lyginant su ty paciy zaliavy
ekstrakcija buferiniu tirpalu iSlaikant tas pacias inkubacines salygas. Rezultatai atspindi, kad
fermentacija geriausia vykdyti atlikus kuo daugiau papildomy ekstrakcijy, kuriy metu
1Sekstrahuojami didesni nepoliniy ir poliniy junginiy kiekiai. Tokiu atveju karbohidratus
skaidantiems fermentams lengviau pasiekti ir hidrolizuoti lignoceliuliozing matricg bei sumazéja
galima fermenty inhibicijos tikimybé¢ dél augalinéje Zaliavoje esanciy bioaktyviy junginiy.
Optimalios fermentavimo salygos taip pat buvo pritaikytos jvairiais ekstrakcijos metodais
apdorotai grikiy luk$ty biomasei. Nustatyta, kad fermentavimas komerciniu fermenty misSiniu
Viscozyme L daugiau negu 10 karty padidina tirpiy junginiy susidarymg skystojoje frakcijoje
lyginant su kontroliniais méginiais, kurie buvo inkubuoti tomis paciomis sglygomis, tik be
fermenty. Be to, didZiaja dalj grikiy lukSty sandaros sudaro poliniai junginiai, nes ekstrahuojant
PLE (140 °C vandeniu) gauta ekstrakcijos iSeiga sieké 5,77+0,36 %, 0 SFE-COz2, PLE (acetonu ir

70 % etanoliu) suminé iSeiga virsijo Siek tiek daugiau negu 1 %.
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SUMMARY

Bioactive compounds obtained from lignocellulosic wastes and produced by food industry
become attractive in case of cheap material, simple logistics and high value-added products,
mostly, valuable compounds collected by different extraction methods, whose extract mixtures
or pure compounds are adapted in cosmetics, pharmacy or other fields. Since the raw material is
mostly lignocellulose, researchers started using commercial enzyme mixtures, which are

characterized by high carbohydrase activity, to get better yields of bioactive molecules.

The aim of this work was to determine optimal fermentation conditions by using commercial
enzyme mixture Viscozyme L (102 CMC IU) from hemp seed hurds. Optimal fermentation
conditions were used when performing enzyme assisted hydrolysis with the biomass of hemp
seed hurds. Non-treated and by different combinations of SFE-CO2, PLE, UAE extraction
methods pretreated hemp substrate was hydrolyzed by enzyme-assisted extraction. The hardware
scheme of the most effective technological process of obtaining bioactive compounds was
composed.

Three variables (pH, E/S, exposition time) were used to compose Central Composite Rotatable
Plan (CCRD) for optimization plan execution with statistical values estimating program Design
Expert. Based on 20 experiments plan comprised by the program, bottles with samples were
incubated by variable conditions obtained in accordance with the plan. Bottles were shaken with
orbital shaker at 250 rpm/min and 50 °C. Reducing sugars were measured by DNS method in
liquid phase samples after fermental hydrolysis. Measured response signal values were collected
and analyzed using Design Expert program. Optimal conditions were determined: pH=5.54,
E/S=6.7, exposition time — 6 hours and 12 minutes using fixed 50 °C temperature and 250
rpm/min velocity of orbital shaker. Hemp seed hurds were pretreated with SFE-CO2, PLE
(acetone, 70 % ethanol, 140 °C water), UAE (acetone, 70 % ethanol, 50 mmol/L sodium citric
buffer) different extraction methods combinations. The highest extract yield (21.30 %) of soluble

compounds were obtained by SFE-CO2, PLE (acetone, 70 % ethanol, 140 °C water) extractions



with hemp seed hurds biomass. Also, UAE (acetone) and UAE (70 % ethanol) were used to treat
SFE-CO:z2 pretreated hemp seed hurds material which after UAE were respectively extracted by
PLE (acetone) and PLE (70 % ethanol). It was determined that mentioned sequence of extraction
combination raised extraction yields of soluble compounds by 11.56 % and 22.50 % respectively
comparing with extraction sequences: SFE-CO2, PLE (acetone) or SFE-CO2, PLE (70 %
ethanol). Pretreated hemp seed hurds by different extraction combinations were fermented by
optimal conditions. It was determined that fermentation with SFE-CO2, PLE (acetone), PLE (70
% ethanol), PLE (140 °C water) pretreated material increases bioactive compound yields from 5
to 8 times comparing with the same material extracted by buffer maintaining the same incubation
conditions. Results show that fermentation works best with material, which was pretreated with
more additional extractions when higher polar and non-polar compounds were extracted. In this
case, the enzymes, which decompose carbohydrates, can reach and hydrolyze lignocellulosic
matrix better. In addition, inhibition possibility of bioactive compounds inside the vegetal

material decreases.

Optimal fermentation conditions were adapted with buckwheat hurds pretreated by different
extraction methods. It was determined that fermentation using commercial enzyme mixture
Viscozyme L increases soluble compounds in liquid phase more than 10 times comparing with
control samples which were incubated using the same conditions but without enzymes. It was
also determined that the majority of buckwheat hurds consists of polar compounds, because
extraction yield obtained by PLE (140 °C water) was 5.77+0,36 % while extraction yield
obtained by the combination of SFE-COz, PLE (acetone) and PLE (70 % ethanol) was just above
1 %.



Santrumpos

AIDS — jgytasis imuninio nepakankamumo sindromas;
CAZy — karbohidratus hidrolizuojanciy fermenty duomeny bazé;
CBC — kanabichromenas;

CBCA — kanabichromeno ragstis;

CBD - kanabidiolis;

CBDA — kanabidiolio riigstis;

CBE — kanabielsono riigstis;

CBG - kanabigerolis;

CBL — kanabiciklolis;

CBN — kanabinolis;

CBNA — kanabinolis riigstis;

CBND - kanabinodiolis;

CBT — kanabitriolis;

CKRP — centrinis kompozicinis rotatabilinis planas;
DNR — deoksiribonukleortigstys;

DNS — 3,5-dinitrosaliciliné ruigstis;

E/S — fermento/substrato santykis;

IU (angl. International Units) — tarptautiniai fermentinio aktyvumo vienetai;
KMC — karboksimetilceliuliozé;

LLE — skyscio — skysc€io ekstrakcija;

MR — megarentgenai;

P — dispersijy santykio paklaida;

PKr — kritinis slégis;

PLE — suslégto skyscio ekstrakcija;

R2 — determinacijos koeficientas;

RC — redukuoti cukriis;

SFE — superkrizinio skyscio ekstrakcija;

SFE-CO2 — ekstrakcija superkriziniu anglies dvideginiu;
SPE — Kietafaz¢ ekstrakcija;

THCA — tetrahidrokanabinolio riigstis;

Tkr — kritiné temperatiira;

UAE — ultragarso ekstrakcija;

W/W — masés/masés santykis;



ZIV — zmogaus imunodeficito;
A8-THC — trans — A8 izomero tetrahidrokanabinolis;

A9-THC —trans - A9 izomero tetrahidrokanabinolis.



Ivadas

Biotechnologija yra technologija, skirta gyvyjy mikroorganizmy arba jy bioprodukty
pritaikymui medicinoje, farmacijoje, maisto ir lengvojoje pramonéje bei kitose veiklos srityse.
Bioproduktai i§gaunami 1§ mikroorganizmy, kuriuose atliktos atitinkamos DNR modifikacijos,
priverc¢ian¢ios mikroorganizmus gaminti tikslinj produkta (pavyzdziui specifinius baltymus,
fermentus). Pramoniné biotechnologija arba kitaip baltoji biotechnologija yra sritis, kurioje yra
pasickiamas mikroorganizmy arba jy produkty (dazniausiai fermenty) panaudojimas dideliu
kiekiu, t. y. tonomis ir kubiniais metrais. Baltoji biotechnologija taip pat glaudziai susijusi su
maisto mokslu, nes iSkyla problema, kaip tikslingai panaudoti maisto pramonés atliekas, kad
bty iSgauta papildomy aukstos pridétinés vertes produkty.

Siame darbe pasirinkta naudoti komercinj fermenty misinj Viscozyme L, siekiant
i$siaiSkinti celiuliaziniy fermenty hidrolizés poveikj skaidant lignoceliuliozinge kanapiy sékly
luksty biomase pries ir po superkrizinés ekstrakcijos skystu anglies dioksidu (SFE-COz2) bei po
PLE ekstrakcijy skirtingo poliskumo suslégtais tirpikliais, kaip acetonu, 70 % etanoliu, vandeniu
(140 °C) bei UAE (acetonu, 70 % etanoliu, 50 mmol/L natrio citratiniu buferiniu tipalu).
Superkrizinis anglies dioksidas padeda lengvai i8skirti nepolinius junginius, o acetonas, etanolis
ir vanduo, nuosekliai pagal junginiy poliskumo didéjima, vis stipresniu poliskumu pasizymincius
bioaktyvius junginius. Taip pat yra numatyta atlikti tyrimus su kanapiy biomase, kuri yra
papildomai apdorojama ultragarso bangomis. Siy bangy skleidZiama energija pasizymi lasteliy
sieneles ardanciomis savybémis, ko pasekoje galima atpalaiduoti augalinés biomasés lasteles ir
bioaktyvius komponentus i§ augalinei zaliavai biidingos lignoceliuliozinés struktiiros. Darbui
pasirinktas fermenty misinys, kuris pasizymi isskirtinai dideliu KMC IU (angl. Carboxymethyl
Cellulase) aktyvumu. Fermentai, turintys aukSta minéta fermentinj aktyvuma, uZtikrina
karbohidratiniy rySiy skaidyma ir jvairiy cukry i§gavima i$ netirpios lignoceliuliozinés biomasés,
kurie toliau gali buti pritaikomi naudoti bakterijy, mikromicety ir kity mikroorganizmy
kultivavimui, kaip mitybiné terpé. Taip pat i§ skystosios frakcijos jmanoma iSskirti jvairiy
oligosacharidy miSiniy, kurie priklausomai nuo koncentracijos pasiZzymi gydomosiomis
savybémis (mazina cholesterolio, cukraus kiekj kraujyje) ir sustiprina nusilpusj imunitets.
Oligosacharidai sustiprina imunoatsaka, kuris padeda naikinti vézines lasteles. ISekstrahuoti
fenoliniai junginiai naudojami Sirdies, kraujagysliy ligy ir eilei kity sveikatos sutrikimy gydymui.

Tiriamojo darbo tikslas yra nustatyti optimalias fermentavimo sglygas su niekuo
neapdorota kanapiy sékly lukSty biomase bei pritaikyti fermentavimo sglygas i§ anksto
skirtingais buidais apdorotiems kanapiy sékly luksty méginiams, t. y. apdorotiems superkrizine

ekstrakcija CO2 (SFE-COy), netiesiogine ultragarso ekstrakcija (UAE) acetonu, 70 % etanoliu ir
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50 mmol/L koncentracijos natrio citratiniu buferiniu tirpalu bei suspausto slégio ekstrakcija
(PLE) acetonu, 70 % etanoliu, 140 °C vandeniu. Taip pat, sudaryti efektyviausio bioaktyviy
junginiy iSgavimo technologinio proceso aparatiiring schemg. Tikslams pasiekti keliami Sie
uzdaviniai:

o atlikti kanapiy sékly luksty fermentavimo proceso optimizavimg su Viscozyme L
komerciniu fermenty miSiniu pagal sudaryta 3 kintamyjy (pH, E/S, ekspozicijos trukmés)
centrinj kompozicinj rotatabilinj plang (CKRP), kuriame atsako signalu pasirenkama
redukuoty cukry koncentracija;

e atlikti jvairias ekstrakcijas su kanapiy sékly lukstais taikant SFE-CO2, PLE ir UAE
ekstrahavimo metodus;

e pritaikyti optimalias fermentavimo salygas su jvairiais ekstrakcijos metodais apdorota
Zaliava;

e iSmatuoti redukuojanciy cukry koncentracijas skystosiose fazése, gautose po kanapiy
luksty fermentavimo procesy, ir apskaiciuoti jy procentinius kiekius iSgavose;

e gautas optimalias fermentavimo salygas pritaikyti jvairiais ekstrakcijos metodais
apdorotiems grikiy lukStams;

e nustatyti efektyviausig bioaktyviy junginiy iSgavimo technologing seka ir pagal ja

nubraizyti rekomenduojamg gamybing aparatiiring schema.
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1. Literaturos apzvalga

1.1 Pluostinés kanapés (Cannabis sativa L.)
1.1.1 Pluostiniy kanapiy sandara ir panaudojimas

Pramonés sektoriuje naudojamos kanapés priklauso Cannabaceae [1] Seimai, Cannabis
genciai ir sativa rusiai. Augalas — diploidinis, t. y. gamtoje [2] vyrauja moteriskoji ir vyriskoji
Iytys. Pluostiniy kanapiy morfologija (Zr. 1.1 pav.) nesiskiria nuo jprastiniy zoliniy augaly.
UZzaugti gali nuo 1 m iki 6 m auksc¢io. Tai priklauso nuo kultivavimo, aplinkos ir agronominiy

salygy.

1.1 paveikslas. Cannabis sativa L. (https://gobotany.newenglandwild.org/species/cannabis/sativa/)

Pramonés sektoriuje kanapés vertinamos dél gery pluostiniy, kompoziciniy savybiy,
vertingos maistinés Zzaliavos ir gydomyjy savybiy. Medicinoje kanapiy bioproduktais [3]
gydomas apetito sutrikimas, anoreksija, vézys, ZIV, AIDS, chroninis skausmas, reumatoidinis
artritas, epilepsija, Alzhaimerio liga, Huntingtono liga, diabetas. Kanapiy sékly aliejus
naudojamas maisto ir kosmetikos produkty gamyboje. Galima daryti prielaida, kad pramoniniu
budu auginamos kanapés yra visapusiskai panaudojamos vertingiems buities, maisto, kosmetikos

ir farmacijos produktams gaminti.
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Gamybinio proceso [2] metu (Zr. 1.2 pav.) kanapiy augalo dalys yra suskirstomos j stieby
ir sékly frakcijas. Pagrindiniai tarpiniai produktai i§gaunami i§ kanapiy biomasés yra ligninas,

aliejus, cukriis ir pulpa. I§ tarpiniy produkty gaunami galutiniai produktai.
Kanapiy
biomasé
_ Derliaus nuémimo Steiby, lapy
produktai — atliekos

Luobeliy Aligjaus _ Apdoroimo procesas — Pavirginio
pasalinimas spaudimas paorojimo p sluoksnio

pasalinimas

Minkstimo
atskirto
nuo
pluostinés
masés
frakcija

Minkstimo
nuo
luobeliy
atskyrimas

Luobeliy Aliejaus Nuosédy
frakcijos frakcijos frakcijos
surinkimas gavimas atskyrimas

Pluostines
Zaliavos
frakcija

Kompostas
Padarai
Mitybiné terpé
Pulpa
Popierius

Tekstiles

Kosmetika Kosmetika

s s pramonés
aistas aistas o : 5o

Zaliavos
Chemikalai Chemikalai « ezt prod dz] -

Degalai Pasarai

1.2 paveikslas. Pramoninis kanapiy sékly ir stieby perdirbimo procesas.
1.1.2 Kanapése randamy bioaktyviy junginiy cheminé sandara

Siuo metu Zinomi ne maziau, kaip 545 (. 1.1 lent.) identifikuoti cheminiai junginiai [4]

C.sativa L

1.1 lentelé. Identifikuoti cheminiai junginiai C. sativa L. augaluose.

Cheming klase Junginiy skaicius
A®-THC tipo 18
AB-THC tipo 2
CBG tipo 17
CBC tipo 8
CBD tipo 8
CBND tipo 2
CBE tipo 5
CBL tipo 3
CBN tipo 10
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CBT tipo 9

Ivairiy tipy 22

Bendras kanabinoidy skaicius 104
Bendras ne kanabinoidy skaicius 441
Bendras junginiy skai¢ius 945

IS kuriy net 104 yra kanabinoidai ir 120 terpenai. Kanabinoidai [3] yra sintetinami, kaip
hidrofobiniy savybiy turintys junginiai, pvz.. aromatinés (Zr. 1.3 pav.) karboksirtgstys.

Svieziuose

OH

(CBGA) {CBG)

OH

{ceca)

|

OH
(THE) j{ o O (cBE)

\ (c8o)

(CBNA) (CBM)

1.3 paveikslas. Kanabinoidy biocheminiai virsmai kanapiy augimo metu.
augaluose beveik néra randama neutraliy kanabinoidy, bet kitu atveju kanabinoidus galima

paversti | jy neutralius kanabinoidus stiprios $viesos arba kar$¢io poveikiu. Tuo metu vyksta
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spontanin¢ dekarboksilacija. Be to, kanabinoidai, kaip tetrahidrokanabinolis (THC) gali biti
oksiduojamas iki kanabinolio (CNB). Pirmasis tarpinis produktas susidares oksiduojuonat THC
yra kanabigeroliné riigstis (CBGA). Toliau vykstant oksidacijai $is junginys transformuojamas
iki  tetrahidrokanabinolinés rugsties (THCA), kanabidiolinés rigsties (CBDA) ir
kanabichromeninés riugsties (CBCA). Monoterpenai ir seskviterpenai kanapése susintetinami
taikant adicijos reakcijas prijungiant geranilo (CioHas) ir farnesilo (CisHz4) junginius.

Paminétina tai, kad kanapés savo lasteliy struktiiroje turi nemazai sukaupusios jvairiy
sacharidy [5, 6]: gliukozés, ksilozés, galaktozés, manozés ir arabinozés. Cukriis didZigja dalimi
yra lIgsteliy sieneliy sudétiné dalis. Be to, kanapiy sékly luobelése yra randami polisacharidai [7]

galaktanas (Zr. 1.4 pav.), gliukanas, ksilanas ir oligosacharidas mananas.

oH OH oH OH
” o B T 3 HOEE 1o e OH Lo\ Ok
-
o %o %o %% ° %o %o % %IOE o+
OH OH oH OH
n

Gliukanas - Mananas “n

TN <
Q o
He @ o "0&/0 oM
Q HO L~ HO 0 __OH
OH
o COCH i &"5 5
HO OMe o
n

Ksilanas

Galaktanas

1.4 paveikslas. Polisacharidai randami kanapiy luobelése.

Sie polisacharidai sudaro apie 50 % sausosios kanapiy sékly luk$ty masés ir grynu pavidalu
pasiZymi geromis imunitetg stiprinan¢iomis savybémis. Labai didelis polisacharidy poveikis

jauciamas mazinant gliukozés, cholesterolio kiekj kraujyje, stiprinant kraujagysliy sistemga.
1.2 Lignoceliuliozinés Zaliavos apdorojimas

1.2.1 Lignoceliuliozinés Zaliavos atliekos

Lignoceliulioziniy atlieky susidarymas yra neatsiejamas Zmoniy veiklos rezultatas. Sios
atliekos [8] susidaro i§ gamybos, miskininkystés, zemés tikio produkty gamybos ir perdirbimo
jmoniy bei miesty vandenvalos jrenginiy. Atlieky susikaupimas specialiuose sgvartynuose

neiSsprendZia gamtiniy, visuomenés ir sveikatos problemy, o jas tiesiog nukelia tolimesniam
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laikotarpiui. Todél butina ieskoti racionaliy biidy, kaip lignoceliulioziniy Zzaliavy atliekas
perdirbti energijos iSgavimui dujinio, skysto ar Kieto kuro pavidalu bei vertingiems bioaktyviems
junginiams, kurie taip pat sukuria auks$ta produkto pridéting verte. Sie junginiai priklausomai,
kokia tai maistiné Zaliava ir kokiy savybiy turi, gali biiti pritaikomi maisto, kosmetikos ar vaisty
gamybos pramonéje. Daugiausia i$ lignoceliulioziniy atlicky yra iSgaunami ekstraktai, kurie
bina ypa¢ praturtinti polifenoliniais junginiais, terpenais, vertingomis riebaly rtgStimis ir
baltymais. Kadangi lignoceliulioziné medziaga yra labai tvirtos matricos, atsiranda siekis ieskoti
optimaliy Zzaliavos apdorojimo budy, kurie leisty lengviau ir didesnémis iSeigomis iSgauti

vertingus junginius.
1.2.2 Lignoceliuliozinés Zaliavos apdorojimo budai

Lignoceliuliozinés Zaliavos apdorojimo procesai gali biiti iSskirstyti | tris stambias grupes
i kuriy i§skiriamos po keleta specifiskesniy apdorojimo grupiy. Sios grupés pagal kontaktavimo
su medziaga salytj skirstomos j dar specifiSkesnius apdorojimo budus. Taigi, pagrindiniai
lignoceliuliozés apdorojimo budai [9, 10, 11] yra fizikinis, cheminis (fizikocheminis) ir
biologinis. Priklausomai nuo apdorojamos medziagos savybiy yra pasirenkamas optimalus
procesas. Procesy metu jvyksta dalinis arba visiskas lignino struktiiros ardymas ir

angliavandeniy hidrolize (Zr. 1.5 pav.), t. y. atpalaiduojama biomasés lignoceliulioziné

Kristaliné Amorfiné
sritis sritis

= === Ligninas
- === Celiuliozé

----- Memiceliuliozé

I5ardyta

S .
/:’/V>/\M O blomases Igsteliy

1.5 paveikslas.. Augalinés Zaliavos matricos suardymas apdorojimo metu

(http://www.rpi.edu/dept/chem-eng/enzymes/mauricio%20research2.jpg)

matrica. Bitina pasirinkti tokj apdorojimo metoda, kad biity pakankamai padidintas medziagos
pavirSiaus plotas, maksimaliai atpalaiduoti norimi i§gauti komponentai bei uztikrinamas Zemas

proceso tarsos lygis bei energijos sgnaudos.
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Fizikinis (9, 10) zaliavos apdorojimo procesas skirstomas j:
e malima (stikliniais arba metaliniais rutuliukais, dviem volais, plaktukais, diskais, sietais);
e radiacijos poveikj (gama spinduliais, elektrony apsaudymu, mikrobangy, ultragarso);

e kitus poveikius (hidroterminiu, auksto slégio garu, sprogdinimu, ekstruzija, pirolize).

Malimas yra pats paprasCiausias lignoceliuliozinés zaliavos apdorojimo budas, kuris
pakankamai padidina medziagos pavirSiaus plotg, kad tolesnio apdorojimo metu (hidrolizes
fermentais, ekstrakcijos ar pan.) biity iSgaunamas kuo didesnis kiekis produkto. Malimas gali
biiti taikomas tiek sausai, tiek drégnai zaliavai. Dél proceso paprastumo, galima jj kombinuoti
kartu su kitais apdorojimo biidais, pvz.: apdorojimu praskiestu riigSties arba Sarmo tirpalu. Be to,
rekomenduojama malamg drégng zaliava taip pat apdoroti fermentais. Tai leidzia sutaupyti
energijos iStekliy, o vieno proceso metu net atlikti pirminj apdorojimg (malimg) ir antrinj
(hidrolizg).

Gama spinduliai, mikrobangy spinduliai ir apSaudymas elektronais [9, 10, 11] taip pat gali
pagerinti fermenting lignoceliuliozés hidrolize. Radiacijos poveikio metu zaliavoje padaugéja
gliukozés molekuliy. Dél Sios priezasties galima teigti, jog vyksta polisacharidy hidrolize.
Radiacijos pritaikomumas industriniu lygiu néra iSvystytas, todél dazniausiai §is procesas
naudojamas laboratorijose siekiant aiSkintis tam tikry molekuliy virsmus proceso metu.
Pavyzdziui, dideliame, t. y. daugiau nei 100 megarentgeny (MR) aplinkoje, jvyksta
oligosacharidy [10] ir gliukozés Ziedo konstrukcijos pakitimai. Sie kitimai suteikia atskiriems
junginiams ar jy polimerams kitokias nei jprasta fizikines ir chemines savybes.

Ultragarsu [13] lignoceliuliozinés Zaliavos apdorojimas naudojamas dazniausiai augalinei
zaliavai valyti. Jo poveikis puikiai pasalina prilipusius neSvarumus. Taip pat kavitacijos procesas
leidzia efektyviai sunaikinti prie augaly prisitvirtinusius mikroorganizmus. Pagrindiniai faktoriai
lemiantys kokybiskai atlickamg procesg yra ultragarso tankis, intensyvumas, aplinkos pH,
temperatiira ir veikiamy daleliy koncentracija. Stiprus ultragarso poveikis gali biiti naudojamas ir
augalo lasteliy ardymui. Augaly Iastelése dél kavitacijos reiskinio susidaro oro piislelés, kurioms
daugéjant jvyksta lasteliy sprogimas. Tokiu bidu lengvai atpalaiduojami lgstelése esantys
bioaktyvis junginiai.

Cheminis arba fizikocheminis apdorojimas [9, 10, 11, 12, 14] gali buti atlickamas Siais
metodais:

e sprogdinimu (garu, amoniaku, COz2, SO2);
e Sarminio tirpalo poveikiu (natrio hidroksido, amoniako, amonio sulfito);
e rugsties tirpalo (sieros riigSties, hidrochlorido rugsties, fosforo ruigsties);

¢ dujy (chloro dioksido, azoto dioksido, sieros dioksido);
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e oksiduojanciy agenty (vandenilio, peroksido, drégnos oksidacijos, 0zono);
e lignino ekstrakcija tirpikliais (etanolio — vandens, benzeno — vandens, etileno glikolio,
butanolio vandens, brinkinimo agentais).

Augaliniy zaliavy atlieky apdorojimas garo sprogdinimu yra bene dazniausiai naudojamas
procesas pramonéje dél technologinio proceso paprastumo ir vidutiniy energijos sgnaudy.
Sprogdinimo principas paremtas aukstos temperattiros 160 — 260 °C, o kartu ir slégio sudarymu
sandariai uzdarytame reaktoriuje su biomasés jkrova ir greitu slégio sumazinimu, ko pasekoje
susidaro staigi zaliava sprogdinanti dekompresija. Siekiant padidinti redukuojanciy cukry iSeiga,
kuri yra pagrindinis lignoceliuliozinés zaliavos apdorojimo jvertinimo rodiklis, apdorojama
zaliava garo sprogdinimu su papildomomis modifikacijomis. Sprogdinimas yra atliekamas
jvairiy koncentracijy SO2, CO2, amoniako aplinkoje.

Cheminis apdorojimas Sarmy ar rugsciy aplinkoje padeda efektyviai atskirti ligning.
Siekiant pasiekti optimalias laiko ir maksimalaus apdorojimo efektyvumo salygas, proceso metu
yra varijuojama riigsties arba Sarmo koncentracija ir poveikio trukme. Koncentracija tiek rigsciy,
tiek Sarmy svyruoja nuo 3 iki 72 %. Apdorojimo laikas nuo 2 iki 24 valandy. Daugiausiai
pramonéje naudojama praskiesty Sarmy ir praskiesty riig§¢iy hidrolizé, t. y. tirpalo koncentracija
siekia apie 3%.

Drégnas oksidavimas, kaip ir sprogdinimas vandens garais, yra efektyvus augalinés
zaliavos apdorojimo biidas. Medziaga yra panardinama j vandens rezervuarg, kuriame yra
pasiekiama 120 °C temperatiira. Vyksta lignoceliuliozés oksidavimas vandens ir gary aplinkoje.
Procesas, kuris vykdomas 30 min, yra egzoterminis, todél inicijavus reakcijg, Siluma palaikoma
ir paties proceso. Be to, pasibaigus apdorojimui galima lengvai atskirti ligning ir hemiceliulioze
1§ reakcijos miSinio. D¢l Siy svarbiy savybiy sumazéja energijos nuostoliai, padidéja proceso
efektyvumas ir drégnas oksidavimas tampa labai patraukliu pramonés jmonéms.

Lignoceliuliozinés zaliavos gali biiti apdorotos biologiskai, t. y. naudojant mikromicetus
arba aktinomicetus. Naudojami celiuliazes iskiriantys mikroorganizmai. Sis procesas gali biiti
naudojamas, kaip ir bioaktyvaus produkto gamyba, nes modifikavus mikroorganizmus galima
iSgauti tikslinius bioaktyvius junginius. Tokiu atveju augaliné zaliava tapty mitybiné terpé.

Visi anks¢iau paminéti ir kai kurie svarbesni placiau apibudinti lignoceliuliozés medziagos
apdorojimo procesai padeda padidinti pavirSiaus plotg, pusiau arba visiSkai atlikti ligninino
struktiiros ardymg, sumazinti celiuliozés kristaliSkumg, sumazinti gebéjimg polimerizuotis, i8

dalies arba visiskai jvykdyti hemiceliulioziy hidrolize.
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1.2.3 Fermentai naudojami augalinés Zaliavos apdorojimui

Atsizvelgiant | ekstremaliai sudétinga lignoceliuliozinés Zaliavos apdorojimg, visada buvo
manoma, kad termocheminiai procesai yra aktyvesni negu biomasés lasteliy matricos ardymas
fermentais. Nepaisant to, biorafinavimo procesai dabar aktyviai plétojami, todél Siuo metu yra
prieinama didelé gausa komerciniy fermenty [15, 16, 17, 18] miSiniy, kurie gali hidrolizuoti
didele dalj tiek 1§ anksto apdorotos, tieck neapdorotos biomasés. Norédami atlikti efektyvy
celiuliozés depolimerizavima, biitina uztikrinti, kad fermenty miSiniai turi pasizyméti aukstu
endo-gliukanaziniu, celobiohidrolaziniu ir gliukozidaziniu aktyvumu. Visi Sie fermenty
aktyvumai yra glikozilhidrolaziy kilmés, t. y. fermenty, kurie hidrolizuoja glikozilinius rySius.
Sie fermentai apibudinami ir klasifikuojami sistemoje, Zzinomoje, kaip CAZy, kuri klasifikuoja
glikozilhidrolazes j Seimas, priklausomai nuo aminoriig§¢iy sekos ir 3D erdvinés struktiiros.
Priklausomai i§ kokio mikroorganizmo yra pagaminti fermentai, specifinis aktyvumas gali
svyruoti, t. y. vienas fermenty miSinys gali turéti stipry endo-gliukanazinj aktyvuma, o kitas

celobiohidrolazin;.
1.2.4 Fermentavimo tipai

Bioaktyviy junginiy atpalaidavimui i§ lignoceliuliozinés [19] biomasés vis dazniau yra
taikomi fermentacijos procesai. Pagal fermentavimo procesg ir skirtingus faziy kontaktavimo
principus yra iSskiriami keli tipai (Zr. 1.2 lent.). Fermentavimas gali biti atlickamas tiek
naudojant mikroorganizmus, kurie daugindamiesi biomasés aplinkoje iSskiria celiulioze

hidrolizuojancius fermentus, tiek naudojant grynus komercinius fermenty misinius.

1.2 lentelé. Fermentavimo procesy tipai.

Fermentavimo tipas Apibudinimas Taikymo galimybés

Homogeninis Fermentacija vyksta skystoje Daugiausiai gamyboje
mitybinéje terpéje, kurioje taikomas procesas gaminant
suvartojami  ir  Salinami jvairius bioaktyvius
medZiagy apykaitos produktai junginius, kaip specifiniy

yra tirpiis. Metodas paprastas, savybiy turinius fermentus,

galima skys¢iy, jy pH ir antibiotikus, maistines
maistinés sudéties rugstis.
reguliavimas pacios

fermentacijos metu.

Su pamaitinimu  (angl. | Procesas toks pats, kaip ir Mieliy, antibiotiky gamyba ir
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»Fed-batch*) homogeninés fermentacijos, pan.
tik palaipsniui yra atliekamas

kultivuojamos

mikroorganizmy kulttros
pamaitinimas.

Nepertraukiamo veikimo Procesas toks pats, kaip ir Sis fermentacijos procesas
homogeninés fermentacijos, taikomas, kuomet yra
tik nuolatos vyksta produkty atliekama fermentacija

ir medziagy apykaitos atlicky dideliais  kiekiais, t. .
Salinimas ir maistiniy zaliavy vandenvalos jrenginiuose ir
tiekimas. Proceso metu sunku baltymy pasarams gamyboje.
iSlaikyti aseptines salygas.

Pléveliné arba pavirsiné Si  fermentacija atliekama Auginamos gyviny lastelés,
esant dviem  skirtingoms valomi nutekamieji vandenys,
fazéms. Toks fermentacijos gaminama actor.

procesas  naudojamas  su

specifinémis kultiromis, nes

patys mikroorganizmai negali

atlikti fermentavimo proceso

neprisitvirting prie kietosios

fazés.

Kietafazé Labai paprastas Sis procesas naudojamas
fermentavimo metodas, kompostavimui, kamieniniy
kuomet fermentacija vyksta organizmy i§saugojimui,

esant tik kontaktui su kieta genetiniams tyrinéjimams.

medziaga oro aplinkoje.

Atlikus fermentacijos procesus toliau seka medziagy, peréjusiy 1 skysta faze,
koncentravimas ir gryninimas. Visy pirma reikia atskirti kietaja frakcija nuo skystosios. Siam
procesui atlikti gali buti naudojamas centrifugavimas ir dekantavimas arba filtravimas su
biigniniu filtru, presiniu arba linijino vakuuminio veikimo filtru. Junginiy i$skirstymas j frakcijas
gali buti atliekamas pritaikant mikrofiltravimg arba ultrafiltavimg. Be abejo, susidariusig skystaja

frakcijg galima liofilizuoti, o po to atlikti chromatografinj i§skirstyma.
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1.2.5 DNS metodas redukuojantiems cukrams nustatyti

Redukuojanciy cukry analizés metodas yra skirtas nustatyti laisvy karboniliniy grupiy
biivimg analizuojamoje medziagoje. Tai yra vienas patikimiausiu ir daugiausiai praktikoje
taikomas metodas [20, 21] redukuojanciy cukry nustatymui. Metodas labai daznai atliekamas
celiuliozés hidrolizés fermentacijos efektyvumui jvertinti, kuomet reakcijos misinyje susidaro
cukriis, turintys karbonilines grupes. Reakcijos metu vyksta oksidacija, kuomet gliukozés

aldehido funkciné grupé arba fruktozés keto funkciné grupé yra oksiduojama.

OH OH
HOOC NO, HOOC NH

+ Redukuojantis cukrus —— 3=

NO, NO,

3-amino-3-nitrosaliciliné rogstis

3,5-dinitrosaliciliné riagstis

1.6 paveikslas. 3,5-dinitrosalicilo ragsties redukcija.

D¢l Sios priezasties, tuo paciu metu vyksta 3,5-dinitrosalicilinés ragsties (Zr. 1.6 pav.)
redukcija iki 3-amino-5-nitrosalicilinés rtugsties. Redukuojantis cukrus su 3,5-dinitrosaliciline
rugStimi reaguoja santykiu 1:1. Reakcija vyksta tik Sarminéje aplinkoje. Be to, kad iStirpgs
deguonis, DNS reagento ir méginio miSinyje gali jtakoti gliukozés oksidacijg, | miSinj yra
pridedama sulfito.

Taigi, DNS metodas redukuojantiems cukrams nustatyti yra vienas patikimiausiy ir

geriausiai atsikartojantis metodas.
1.3 Bioaktyviy medziagy iSgavimas ekstrahavimo metodais

Darant skirtingy ekstrahavimo metody apzvalga galima pastebéti, kad literatiroje jy
nurodyta daugybé tipy su jvairiomis modifikacijomis. Sis faktas atspindi, kad kiekvienai
augalinei medZiagai turi buti pritaikyti batent jai optimals ekstrakcijos [13] metodai, t. y. biitina
i8sirinkti efektyviausius ekstrakcijos metodus ir atlikti metody optimizavima, siekiant i§gauti kuo
maksimalesnius ekstrakty kiekius.

Dazniausiai naudojami ekstrahavimo metodai:
e Ekstrakcija superkriziniu skysciu (SFE);
e Suslégto skyscio ekstrakcija (PLE);
e Skyscio — skyscio ekstrakcija (LLE);

23



o Kietafaz¢ ekstrakcija (SPE);
e Ultragarso ekstrakcija (UAE);

1.3.1 Ekstrakcija superkriziniu CO;

Daugiausia atvejy iSgaunant bioaktyvius junginius yra pasitelkiami ekstrakcijos procesai.
Vienas populiariausiy ekstrakCijos metody yra ekstrakcija superkriziniu anglies dioksidu [23]
(SFE-CO:2). Jis yra patrauklus tuo, kad iS§gaunant junginius nesusidaro pavojingy junginiy, CO2
yra nezalingas aplinkai. Be to, superkrizinis CO2 pasizymi puikiomis [13, 23] fizikinémis (zr. 1.7
pav.) savybémis:

e suteikia geresnj nei skyséiai ar dujos (Zr. 1.3 lent.) difuziskuma;
e sumaZinama klampa;

e Dbeveik visiSkai panaikinamas pavirSiaus jtempis.

Slegis

Kieta fazé Superkrizinis skystis
Pkr
Kritinis taskas
Trigubas taskas

Tkr

Dujos

Temperatiira

1.7 paveikslas. Skirtingy faziy medziagy priklausomybés nuo slégio ir temperatiiros faziniy virsmy
diagrama.

Faziniy virsmy diagramoje matyti, kaip medZiaga priklausomai nuo temperatiiros ir slégio
gali biiti vienokios ar kitokios fazes. Linijos atskiriancios fazes nurodo, kur medziaga kartu yra
dviejy skirtingy faziy. Trigubas taskas nurodo atitinkamg temperatiirg ir slégj, kuriame medziaga
tuo paciu metu yra 3 skirtingy faziy: kieta, dujiné ir skysta. Superkrizinis skystis susidaro tame
taske, kuriame kertasi kritiné temperatiira (Tkr) ir kritinis slégis (Pkr). Toliau keliant Siuos

rodiklius, iSlieka ta pati superkrizinio skyscio faze.
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Taigi superkriziniais skysciais gali virsti bet kokia medziaga esant pakankamai aukstai
temperatiirai ir slégiui. Atsizvelgiant j ekonominius sumetimus, praktiSkai yra naudojamos tik
keletas medziagy, kurios yra paver¢iamos [24] superkriziniais skysciais, t. y. anglies dioksidas,

vanduo, etanolis ir t. t. Minétos medziagos pasizymi maza savikaina bei yra netoksiskos aplinkai.

1.3 lentelé. Skirtingy faziy fizikiniy savybiy palyginimas

Fizikiné Dujos Superkrizinis Skystis
charakteristika skystis
Tankis (kg*m) 06-2 200 - 900 600 — 1000
Dinaminé klampa
0,01-0,3 0,001 - 0,003 0,2-3
(mPa*s)
Difuzijos koeficientas
10-40 0,07 20-40
(106*m2*s-1)
Pavirsiaus jtempis
— — 2040

(dyn*cm™)

Ekstrakcija SFE-CO2 placiai naudojama aliejingy frakcijy iSgavimui, nes CO2 yra nepolinis
junginys. Taip pat atliekant keleta modifikacijy galima palaipsniui iSskirti ir labiau polines
molekules. Tokiu atveju i ekstrahuojamg zaliava biitina pridéti poliniy tirpikliy. Vienas
populiariausiy yra etanolis dél savo mazai kenksmingy savybiy ir gebéjimo greitai pasiSalinti
garavimo metu.

Pagrindiné problema su kuria susiduriama atlikus ekstrakcijg, tai paciy aktyviausiy
junginiy iSskyrimas ] atskirus junginius, frakcijas. Gryni bioaktyviis junginiai [26] sukuria
didesng pridéting verte ekonominiu pozidriu ir yra tikslingiau pritaikomi savo paskirties srityje.
Dazniausiai iSgryninti bioaktyviis junginiai yra naudojami farmacijos ir kosmetikos pramonése.
Paskutiniais deSimtmeciais atsiradus butinybei iSgryninti junginius yra sukuriama vis daugiau
automatizuoty sistemy. Viena populiariausiy yra SFE-COz2 ekstrakcija sujungta su slégine (angl.

flash) chromatografija (zr. 1.8 pav.).
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Slégio reguliatorius

Kaitinimo - Saldymo
6 skirtingi tirpikliai

Skyséiy
tiekimo
modulis

Frakcijy kolektorius,
Surinkimo kolonos (iki iki 12 buteliy

10 vnt) I

1.8 paveikslas. SFE-CO; ekstraktorius sujungtas su ,,flash* chromatografijos i§skirstymo kolonéle.
Superkriziniai skysc¢iai taipogi gali buti pritaikomi ir kituose biotechnologiniuose [25]
procesuose, kuriuose naudojami:

¢ Inhibitoriniy junginiy pasalinimui i§ mikroorganizmy mitybingés terpés;

e Mikroorganizmy lgsteliy sieneliy suardymui, siekiant iSvengti mikrobinio uzterStumo
ekstrahuojamoje medziagoje arba siekiant atpalaiduoti vidulgstelinius bioaktyvius
junginius;

e Fermentinéms reakcijoms suaktyvinti;

e Po fermentinés reakcijos susidariusiy bioaktyviy junginiy ekstrakcijai;

¢ Organiniy tirpikliy pasalinimui i§ fermentatoriaus nepertraukiant fermentacijos;

e Greitam DNR ir baltymy i§skyrimui i§ mikroorganizmy.

1.3.2 Suspausto skyscio ekstrakcija

Poliniai junginiai i§ biomasés yra ekstrakuojami naudojant suspausto slégio ekstrakcijg
(PLE), kurio metu ekstrakcija atlickama esant aukStam slégiui ir temperatiirai. PLE [26] padidina
ekstrakcijos iSeigas lyginant su tradiciniais ekstrahavimo metodais esant atmosferiniam slégiui ir
kambario temperatirai. Siekiant iSekstrahuoti skirtingo poliskumo junginius, naudojami keletas
skirtingo poliskumo tirpikliy. Populiariausi yra acetonas, etanolis (70 %) ir vanduo.
Ekstrahavimo procesas atlickamas tg pacia Zaliava veikiant skirtingais tirpikliais. Siuo metu PLE
atlickama automatizuotomis sistemos ir skirtingais tirpikliais veikiant tg pacig zaliaving
medziagg. Ekstrahavimo tirpikliais metu dazniausiai yra atlieckamas pakopinis ekstrahavimas, t.
y. ekstrakcija pradedama nuo maZiausio poliSkumo tirpiklio panaudojimo ir uZbaigiama
didZiausio poliskumo tirpikliais. PLE efektyvumas priklauso nuo keletos veiksniy, kurie
pavaizduoti 1.4 lentelgje.
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1.4 lentelé. PLE efektyvuma jtakojantys veiksniai.

Matricos Ekstrakcijos Ekstrakcijos Faktoriai Ekstrakcijos
apibiidinimas tipas rézimas jtakojantys stiprinimo
ekstrakcija agentai
Biomasés Tirpumo o o Drékinantys
S o Dinaminis Tirpiklio tipas o
prigimtis kontroliavimas priedai
Biomasés Difuzijos o Dispersiniali
' o o Statinis Temperatiira o
Mmatricos ry$iai  kontroliavimas priedai
Daleliy dydis Laikas Kiti priedai

Vandens kiekis

1.3.3 Skys¢io — skyscio ekstrakcija

Skysc¢io — skyséio ekstrakcija (LLE) [13] yra pats paprasCiausias ekstrahavimo metodas.
Ekstrahavimas laboratorinémis sglygomis atlickamas dalijamuoju piltuvu, o gamybinémis
saglygomis naudojant rotorinius ekstraktorius. Siuo metodu daZniausiai pasalinamos druskos i3
organiniy tirpikliy arba atliekamas dalinis tirpiy medzZiagy iSskirstymas pagal tirpuma,
priklausomai nuo poliSkumo. Ekstrahavimas yra greitas, o surinktos atskiros frakcijos

koncentruojamos dazniausiai rotoriniu vakuuminiu garintuvu.
1.3.4 Kietafazé ekstrakcija

Kietafazé ekstrakcija (SPE) naudojama augaliniy méginiy paruoSimui, kuomet junginiai
yra suspenduojami tirpiklyje. Sios ekstrakcijos metu skystyje esantys iStirpe junginiai yra
i$skirstomi pagal savo fizikines ir chemines savybes. SPE [27] tinka koncentruoti ir gryninti
norimas analizuoti analites. Ekstrahavimas atlieckamas leidziant analizuojamg skysti mobiligja
faze per kietos fazes jkrova. Priklausomai nuo ekstrahuojamy medziagy galimi keli ekstrahavimo
variantai:

e normaliy faziy;
e atvirksciy faziy;
e anijony mainy;

e katijony mainy.

Ekstrahavimui atlikti daZniausiai naudojamos jau i§ anksto paruo$tos komercinés

ekstrahavimo kolonélés arba Svirkstai.
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1.3.5 Ekstrakcija ultragarsu

Ekstrakcija ultragarsu (UAE) yra vis spar¢iau pritaikomas ekstrahavimo metodas,
vadinamas XXI amziaus ekstrahavimo metodu. UAE [13] S§iuo metu yra laikomas
perspektyviausiu ekstrahavimo metodu, nes varijuojant ultragarso parametrais galima efektyviai
padidinti jvairiy frakcijy iSgavimg i§ augalinés zaliavos. D¢l savo nezalingo poveikio ultragarsas
taikomas farmaciniy, kosmetikos ir chemijos ekstrakty gamyboje. Ultragarso ekstrakcijos
procese svarbus daznis, kuris atitinkamai siekia nuo 20 kHz iki 10MHz. Varijuojant daznio
intensyvumu gaunamas skirtingas biomasés ardomasis veikimas.

Ultragarsu galima apdoroti (Zr. 1.9 pav.) zaliavg netiesiogiai ir tiesiogiai. Netiesioginio

apdorojimo

1.9 paveikslas. Apdorojimo ultragarsu jranga: A — ultragarso vonelé netiesioginiam apdorojimui, B
kvarcinis ultragarso elektrodas tiesioginiam apdorojimui, C — titano ultragarso elektrodas tiesioginiam
apdorojimui.

metu kolba su bandiniu yra patalpinama ] ultragarso vonele, kurioje yra reguliuojamas ultragarso
daznis ir temperatira. Tiesiogiai Zzaliava apdorojama, kai i kolbg su bandiniu yra jmerkiamas
ultragarso elektrodas. Dazniausiai naudojami elektrodai, kurie yra pagaminti i§ kvarco arba

titano.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai.
2.1 Tiriamyjy darby technologiné schema

Tiriamieji darbai atlikti pagal zemiau pateikta technologing schema (Zr. 2.1 pav.), Kkurioje

atsispindi  tyrimuose  naudotos  jvairiy  ekstrakcijy ir  fermentacijy  salygos.

Kanapiy sékly
lukstai, d= 0,5

mm

Ferme ntacija
ko erciniu ferm enty

Ferm entacijos
saly gy
optimizavimas

1iu (Viscozyme L,
=4,54,6 hirl12
min, E/$=6,7)

iesioging UAE
55 Mpa, 60 ¢C, statiné . -
Pa, ekstrakcija buferiniu

Nuosédos a - 30 min, dinam iné Nuosédos ) o .~
ekstrakcija - 3 h tirpalu esantS0 ¢ G
— 600w galiai

Fermentacija
komerciniu fe menty Nuosédos Fe rmentacija
misiniu (Visco zyme L, komerciniu fe menty
pH=4,54, 6 hir12 mifiniu (Viscozyme L,
min, Ef$=6,7 - S = 6hirl2
/ ] Metiesioging UAE Metiesioging UAE pH=4,54, 6 hir12
ekstrakcija acetonu ekstrakcija 70%
esant S0 2C, 600 W etano liv esant 50 ¢C,
zaliai 600W galiai

Ferm entacija
komerciniufermenty

PLE ekstrakcija misiniu (Visco zyme L,
ace tonu, 70 ¢C pH=4,54, 6 hirl2

,7)

PLE ekstrakcija 70
% etanaoliu, 70 ¢C

PLE ekstrakcija

acetonu, 70 ¢Cir

70% etanoliu,
702C

MNuosédo s

Fe rmentacija
PLE ekstrakcija kamerciniu fe menty

acetonu, 70 :Cir misiniu (Visc
70% etanoliu, 70
¢C, vandeniu,
140 :C

2.1 paveikslas. Technologiné schema.
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2.2 Pirminis kanapiy sékly lukSty biomasés apdorojimas

Tyrimams atlikti buvo naudojami dZiovinti kanapiy Cannabis sativa L. sékly lukstai, kurie
sumalti [28] sietiniu maliinu. Smulkinimas buvo atliktas esant 10000 aps/min naudojant sieta,
kuris susmulkino lukstus j ne didesnius negu 0,5 mm diametro skersmens. Smulkinta zaliaviné
kanapiy luk$ty biomasé buvo panaudota fermentacijos proceso optimizavimui bei jvairioms
SFE-CO2, PLE, UAE ekstrakcijoms atlikti. Taip pat, kanapiy Ilukstai panaudoti atlikti

fermentavimo procesus su jvairiais ekstrakcijos metodais apdorota zaliava.
2.3 Reduojanciy cukry analizé DNS metodu

Reikalinga jranga: 15 mL polipropileniniai mégintuvéliai su kamstuku, vienkartinés
pipetés, vonelé su vandeniu ir ledukais, spektrofotometras.
Reikalingi reagentai: 3,5-dinitrosaliciliné ragstis, 10 g, fenolis, 2 g, natrio sulfitas, 0,5 g,

natrio hidroksidas, 10 g, 1 litras dejonizuoto vandens, kalio natrio tartrato tirpalas, 40 %.

DNS [20, 21] reagento miSinys ruostas 1 L tiirio matavimo kolboje. I§ pradziy | matavimo
kolbg jpilta pusé litro dejonizuoto vandens, o po to létai subertas atitinkamas kiekis natrio
hidroksido. Kolba lengvais rankos judesiais maiSoma, kol iStirpsta natrio Sarmas. Palaukiama,
kol Sarmo tirpalas atvésta iki kambario temperatiiros. Sekanciu etapu supilamas atitinkamas
kiekis skysto fenolio (50 °C) ir suberiama 3,5-dinitrosaliciliné raigstis bei natrio sulfitas. DNS
reagentas saugojamas tamsiame butelyje ir spinteléje, siekiant iSvengti tiesioginiy saulés
spinduliy. Kalibravimo kreivei sudaryti naudota L-gliukoze, kaip redukuojantis agentas, kurios
koncentracijos ribos siekia nuo 0,312 iki 5 mg/mL.

Procediira:

e 3 mL DNS reagento sumaiSomi su 1 mL skysto méginio 15 mL polipropileniniame
meégintuvélyje. Turinys uzkemsamas.

e Mégintuvéliai patalpinami | karSto 90 °C vandens vonele. Reakcija vykdoma 5 min.
Meéginiuose, kuriuose yra redukuoty cukry, po inkubavimo periodo susidaro raudonai
ruda spalva;

e Pasibaigus reakcijai mégintuvéliai su bandiniais iStraukiami i§ vonelés bei staigiai
patalpinami | Saltg vandenj su ledukais, o po to mégintuvéliy turinj dar papildome 1 mL
40 % kalio natrio tartrato tirpalu, kuris padeda stabilizuoti spalva.

e Po méginiy atvésinimo iki kambario temperatiiros, matuojama absorbcijos sugertis esant

540 nm bangos ilgiui.
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2.4 Fermenty miSinio karboksimetilceliuliazinio aktyvumo nustatymas

Reikalinga jranga: 15 mL polipropileniniai mégintuvéliai su kamstuku, vienkartinés
pipetés, vonelé su vandeniu ir ledukais, inkubatorius, spektrofotometras.

Reikalingi reagentai: karboksimetilceliuliozés tirpalas, 2 %, Viscozyme L komercinis
fermenty misinys, 50 mmol/L (pH=4,54) natrio citrato buferinis tirpalas, bevandené, gryna L —

gliukozé, DNS reagentas, kalio natrio tartrato tirpalas, 40 %.

Komercinio fermenty misinio Viscozyme L endo-beta-1,4-gliukanazés aktyvumui jvertinti
buvo pasirinktas karboksimetilceliuliazés [21] aktyvumo nustatymo tyrimas. Aktyvumui
nustatyti, kaip substratas naudota 2% karboksimetilceliuliozé iStirpinta 50 mmol/L natrio citrato
buferiniame tirpale. Kalibracinei kreivei sudaryti naudojama L-gliukozé, kurios koncentracijos
ribos yra nuo 0,312 iki 5 mg/mL. Fermenty aktyvumo tyrimui atlikti taip pat naudojame bandinj
be fermento, kuris skirtas absorbcijos spektro nulinei vertei nustatyti bei bandinj su fermentu, bet
be substrato, kuris skirtas jvertinti fermento miSinio suteikiamai spalvai po DNS reakcijos
atlikimo.

Proceso eiga:

¢ 0,5 mL fermenty misinio iStirpinto 50 mmol/L natrio citrato buferiniame tirpale sumaisyta
su 0,5 mL kristalinés karboksimetilceliuliozés substrato tirpalu, atsargiai suplakta, kad
nesusidaryty putos, kurios gali sukelti fermenty inhibicija dél salyCio su aplinkos
deguonimi, ir inkubuota esant 50 °C temperattrai 30 min.

e Po to ] mégintuvélius su bandiniais staigiai pridedama po 3 mL DNS reagento.
Meégintuveliai patalpinami | karSto 90 °C vandens vonele. Reakcija vykdoma 5 min.

e Pasibaigus reakcijai mégintuvéliai su bandiniais iStraukiami i§ vonelés bei staigiai
patalpinami | Salta vandenj su ledukais, o po to mégintuvéliy turinj dar papildome 1 mL
40 % kalio natrio tartrato tirpalu, kuris padeda stabilizuoti spalva.

e Po méginiy atvésinimo iki kambario temperatiiros, matuojama absorbcijos sugertis esant
540 nm bangos ilgiui.

e Gautos absorbcijos vertés perskai¢iuojamos j aktyvumo vienetus.

Aktyvumo skai¢iavimo eiga:
¢ jvertiname fermenty misinio praskiedimo laipsnj;
e apskaiciuojame kiek gliukozés KMC reakcijos metu yra atpalaiduojama. KMC vienetai
iSreiSkiami pagal tarptautinius IU (angl. International Units) vienetus. Taigi:
11U = 1umol * min~* reakcijos produkto arba 1 IU = 0,18 mg * min~! atpalaiduotos

gliukozés.
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Kritinis gliukozés kiekis KMC reakcijoje apraSytoje anksciau yra 0,5 mg, taigi gliukozés

susidarymas isreikStas aktyvumo vienetais buty (Zr. 1 formulé):

0,5

——=— =0,185 umol * min~t * mL™L, (IU * mL™1)
0,18%0,5%30

0,5 mg susidariusios gliukozés =
1)

Ivertinus praskiedimg apskai¢iuojame KMC aktyvumo (Zr. 2 formulé) vienetus:

0,185
praskiedimo laipsnis

KMC = IU *mL™ (2)

2.5 Ekstrakcija SFE-CO, automatizuotame ekstraktoriuje

Reikalinga jranga, medziagos: svarstyklés, pilotinis SFE-CO2 ekstraktorius su 10 L tario
ekstrahavimo cele, mazo ekstrahuojamo tiirio (celés turis — 34 mL) SFE-CO2 ekstraktorius, indas
ekstraktui surinkti, filtrinis popierius.

Reikalingi reagentai: suskystintas COz, 70 % etilo alkoholis.

Darbo metu, priklausomai nuo ekstrahuojamos medziagos kiekio, buvo naudota 10 L arba
34 mL celé. Pilotinis, 10 L turio cele turintis ekstraktorius buvo naudojamas siekiant gauti
didelius kiekius superkriziniu CO2z [28] apdoroty kanapiy luksty, kurie toliau buvo naudojami
sekantiems tyrimams. Mazo celés tirio ekstraktorius naudotas atlikti tyrimus mazu masteliu su
medziaga, kuri buvo papildomai apdorota ultragarsu, fermentavimo arba kitais kombinuotais
procesais. Visiems ekstrahavimo procesams atlikti buvo naudojami zaliaviniai kanapiy sékly
lukstai, esantys ne didesnio, negu 0,5 mm skersmens diametro.

Ekstraktoriaus celés montavimas prasideda nuo filtrinio popieriaus patalpinimo celés
dugne. Po to seka celés jkrovimas ekstrahuojamaja medziaga. Visiskai pakrauta celé dedama ant
svarstykliy ir sveriama. Zinant tu$Gios celés svorj, perskai¢iuojama ekstrahuojamosios
medziagos masé pagal 3 formule.

mp = Mpie — M (3)

my, — biomasé€s masé, g
my, . — biomasés su cele mas¢, g

m, — celés mas¢, g

Sekanciu etapu uzverziamas celés dangtis ir ji su bandiniu patalpinama ] ekstraktoriy.
Ekstraktoriaus kompiuterinéje programoje nustatome ekstrahavimo parametrus. Slégj sistemoje
keliame palaipsniui, t. y. po 10 bar, kol pasiekiame tikslinj slégj. Visi bandiniai buvo apdoroti

esant sekanc¢ioms saglygoms:
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e 55 MPa slégiui;
¢ 60 °C temperatiirai,
¢ 30 min iSlaikant stating ekstrakcija;

¢ 180 min palaikant dinamine ekstrakcija.

Statitin¢ ekstrakcija atlickama siekiant biomasés matricg ir kiek jmanoma Igsteles pripildyti
ekstrahento (superkrizinio CO2). Po statinés ekstrakcijos seka dinaminé ekstrakcija, kuomet
superkriziniam CO2, membraniniy siurbliy pagalba, leidziama judéti per ekstrahuojama
medziaga. Superkrizinio CO:2 debitg reikia pasirinkti tokj, kad proceso metu neuzsalty
vamzdziai, t. y. apie 2 L/min pilotiniam SFE-CO: ekstraktoriui arba 20 mL/min maZos
ekstrahavimo talpos ekstraktoriui. Proceso metu i§ bandinio iSekstrahuojami nepoliniai junginiai.

Atlikus ekstrahavimo procesg, surenkamas grynas ekstraktas, nes CO2 kambario sglygomis
tiesiog iSgaruoja. Pasveriamas tikslus ekstrakto kiekis ir jvertinus prie§ ekstrakcijag naudotos

medZiagos masg, paskai¢iuojama ekstrahavimo iseiga (Zr. 4 formulé) procentais.
_ Meks
I ="¢5100 (4)

| —iSeiga, %
M,y — ekstrakto mase, g

m,, — biomasés masé, g

Surinktas ekstraktas saugojamas Saldytuve esant + 4 °C temperatirai. Kietoji biomasés

frakcija sudedama j vakuuminj uzspaudziamg maiselj ir palickama saugoti spinteléje, tamsoje.
2.6 Ekstrahavimas suspausto skyscio ekstraktoriumi

Reikalinga jranga:automatinis suspausto slégio ekstraktorius, 200 mL uzkems$ami ekstrakto
surinkimo indai, rotorinis vakuuminis garintuvas, liofilizatorius.
Reikalingi reagentai: 70 % etilo alkoholis, grynas acetonas, dejonizuotas vanduo, filtrinis

popierius, dolomito Zemé.

Suspausto slégio ekstrakcijoms atlikti naudotas automatinis ekstraktorius [26] su
kolektoriumi, kuriame yra sudéti uzkemSami 200 mL tario indai. I§ pradziy surenkama
neriidijancio plieno 34 mL arba 66 mL tirio ekstrahavimo celé. Du filtrinio popieriaus lapelius,
kuriuos naudosime uzdengti celés dugnui ir dangteliui, pasveriame, kad galétume tiksliai jvertinti
celés svorj. Taip pat, tiksliai pasveriame 2 g dolomitinés zemés, kurig reikia sumaiSyti su

ekstrahuojama medziaga. Dolomiting Zeme¢ naudojame tada, kuomet vykdant pakoping
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ekstrakcija yra naudojamas vanduo. Kitu atveju, aukstos temperattros (140 °C) vanduo sulipina
ekstrahuojamg medziaga ir ekstrakcijos procesas tampa nebe efektyvus. Zinodami tiksly celés,
dolomitinés Zemés ir reikalingo filtrinio popieriaus svorj, surenkame cel¢ su ekstrahuojama
medziaga. Pagal 3 formulg apskai¢iuojame tiksly biomasés svorj. Ekstrakcijos sglygos pateiktos

zemiau:

e acetono ir etanolio darbiné temperatiira - 70 °C, 0 vandens 140 °C;
e atlikti 3 arba 4 statinés ekstrakcijos ciklai po 5 min;

¢ 10,3 MPa islaikomas darbinis slégis celéje.

Celé su bandiniu patalpinama j automatinj suspausto slégio ekstraktoriy, kur yra uzpildoma
tirpikliu, pasiekiant darbines salygas. Visi tirpikliai prie§ ekstrakcija yra apdorojami ultragarso
voneléje, kad bty pasalinti visi susidar¢ oro mikroskopiniai burbulai. Ciklas trunka 5 min, o po
to susidares ekstraktas yra iSplaunamas i$ celés tokiu paciu tirpikliu, kaip ir buvo vykdoma
ekstrakcija. Sunaudojamas tirpiklio tiiris atitinka 6/10 celés turio. Jeigu atlieckamas pakopinis
ekstrahavimas, tai sekanc¢iu zingsniu ekstrahavimo celé 1 min apdorojama azoto dujomis. Taip
celé su bandiniu paruosiama kitai ekstrakcijai su kitu tirpikliu.

Surinkti ekstrakty tirpalai, kuriy tirpiklis yra acetonas arba etanolis, supilami j skirtingas
zinomo svorio kolbas. Garinimas atlieckamas rotaciniu vakuumg sudaranciu garintuvu. Tirpikliy
pasalinimo metu kolbose palaikomas apie 40 °C temperatira ir sudaromas vakuumas apie -0,6
arba -0,8 atm. Vakuumas sudaromas toks, kad dél slégio skirtumy, tirpiklio ir ekstrakto miSinys
nebiity pernestas | gryno tirpiklio surinkimo indg. Vizualiai nustacius, kad nusigarino visas
tirpiklis ir kolboje liko tik ekstraktas, slégis pazeminamas iki maksimaliai jmanomo maZiausio, t.
y. apie -1 atm esant Simtyjy atmosferos daliy paklaidai. Tokiomis salygomis kolba su ekstraktu
iSlaikoma 20 min. Po to, kolbos nuimamos ir uzdengiamos. Leidziama joms pasiekti kambario
temperatirg. Tus¢ios kolbos pasveriamos ir Zinant jy tikslius svorius apskai¢iuojamas susidargs

gautas ekstrakto kiekis (zr. 5 formulé) bei jvertinama iSeiga (zr. 4 formulé).

Megs = Miyeps — My (5)

Meys — ekstrakto masé, g
My 4 eks — €kstrakto su kolba mase, g

m,;, — kolbos masé, g

Ekstraktai surenkami i$ kolby j tamsius stiklinius buteliukus, kurie sandariai uzdaromi ir

patalpinami j Saldytuva esant +4 °C temperatiirai.
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Vandenyje istirpe ekstraktai, skirtingai nei esantys acetone ar etanolyje, yra liofilizuojami.
Vanduo visiskai pasalinamas ir gaunamos grynos ekstrakty frakcijos. Kaip ir anks¢iau aprasytoje
tirpikliy pasalinimo procediiroje, jvertinami kolby ir gauty ekstrakty svoriai (Zr. 5 formulé).

Pries liofilizavima, ekstrakty kolbos yra uzsaldomos voneléje su azotu, lengvais rankos
judesiais purtant ir vengiant vietinio ekstrakto suSalimo, nes uzsglant vandeniam tirpalui didéja
tiiris, kuris gali suskaldyti kolba. VisiSkai uzsaldzius kolbas, sumontuojame jas j liofilizatoriy,
kuriame jau i§ anksto yra pasiekta -110 °C temperatira ir maksimalus vakuumas, apie -1 atm.
Kolbas palieckame 18 valandy. Po to, jvertiname iSeigas pagal 4 formule. Galutiniame etape
ekstraktai vél surenkami 1§ kolby j tamsius stiklinius buteliukus, kurie sandariai uzdaromi ir

patalpinami j Saldytuva esant +4 °C temperatiirai.
2.7 Ekstrakcija netiesioginiu ultragarso poveikiu

Reikalinga jranga: ultragarso vonia skirta netiesioginiam apdorojimui ultragarsu,
svarstyklés, matavimo cilindras, 150 mL apvaliadugnés kolbos.
Reikalingi reagentai: 70 % etilo alkoholis, grynas acetonas, 50 mmol (pH=4,54) natrio

citrato buferinis tirpalas.

IS pradziy i kolbas yra susveriamos medziagos lygiai po 10 g, kurios taipogi atitinkamai
yra pripildomos 100 mL acetono, 70 % etanolio arba buferinio tirpalo. Turinys gerai
sumaiSomas. Po to bandiniai yra apdorojami netiesioginiu ultragarsu. Netiesioginiu ultragarso
poveikiu apdorojami bandiniai [29] yra patalpinami j ultragarso vonig su vandeniu, kuriuo
sklinda ultragarso bangos. Kolbos panardinamos iki tiek, kad jose esantis tirpiklis arba buferinis
tirpalas su medziaga, blity Zemiau ultragarso vandens pavirSiaus. Netiesioginio apdorojimo metu
buvo islaikoma 50 °C temperatira, 650 W galia. Kiekvienas bandinys minétomis salygomis
iSlaikytas 25 min.

Po apdorojimy ultragarsu, bandiniai toliau buvo veikiami ekstrakcijos arba fermentacijos

procesais.
2.8 Fermentavimo salygu eksperimentinis planavimas

2.8.1 Fermentavimo salygu optimizavimo planavimas Design-Expert programa

Fermentavimo salygos naudojant Viscozyme L (102 KMC 1U) fermenty miSinj nustatytos
naudojant neapdorotg augaling kanapiy sékly luksty biomase, kurios susmulkinty daleliy dydis
nesieké daugiau negu 0,5 mm. Fermentavimo tyrimams atlikti sudarytas centrinis kompozicinis

rotatabilinis planas (CKRP) [28] su kompiuterine matematinius skai¢iavimus atliekancia
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programa Design — Expert. Kompiuterinéje programoje butina nurodyti kintamuosius faktorius,
kurie jtakoja fermentavimo efektyvuma.
Pasirinkti faktoriai:

e fermento su substratu santykis (E/S), (w/w);

o fermentavimo laikas, val,

e pH.

Temperatiiros pokyciy jtaka fermentacijos procesui netirta ir pasirinkta 50 °C, kadangi
literatiros analizés metu jsitikinta, jog esant Siai temperatirai jvairiy celiuliaziniy fermenty
aktyvumas yra pats didZiausias.

Pasirinkti faktoriy intervalai pagal kuriuos buvo sudarytas centrinis kompozicinis
rotatabilinis planas: E/S santykio intervalas nuo 1 iki 10, fermentavimo laikas nuo 1 iki 10
valandy, pH nuo 3,5 iki 6,5. Design — Expert programos pagalba sudarytas 20 eksperimenty
kompozicinis planas (zr. 2.1 lent.) pagal pasirinktus kintamuosius faktorius.

2.1 lentelé. CKRP kintamyjy vertés.

o fermentavimo
Faktoriai pH E/S
trukmé, val

Kintamieji

Eil. nr. 1 0 i
1 55 5 5,9
2 10 3,5 1
3 55 5 5,5
4 55 5 55
5 10 5 55
6 55 5 1
7 10 6,5 1
8 55 3,5 5,5
9 55 5 5,5
10 55 5 10
11 1 5 55
12 10 3,5 10
13 55 5 55
14 1 3,5 10
15 1 6,5 10
16 1 3,5 1
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17 10 6,5 10

18 5,5 5 5,5
19 1 6,5 1
20 5,5 6,5 5,5

Kaip atsako signalas, minétiems faktoriams, pasirinktas DNS metodu iSmatuota redukuojanciy
cukry (RC) koncentracija mg/mL. Svarbiausios matematinés iSraiSkos analizuojant CKRP yra

determinacijos koeficientas (R?) bei modelio kintamojo paklaida dispersijy santykis (P).
2.8.2 Fermentacijy atlikimas pagal sudaryta CKRP

Pagal Design-Expert programos pateikta CKRP, buvo paruosta 20 skirtingy fermentavimo
miSiniy, kurios buvo atliktos 50 mL tirio mégintuvéliuose. Visuose meégintuvéliuose buvo
talpinama po 2,5 g zaliaviniy kanapiy, smulkinty 0,5 mm diametro sietiniu maltinu, bei supilta
po 25 mL reikiamo pH buferinio tirpalo ir atitinkami kiekiai fermenty misinio. Taipogi buvo
paruo$ti mégintuvéliai identiska tvarka be fermenty miSinio, siekiant iSsiaiSkinti, kaip buferinio
tirpalo jtaka lemia ekstrakcijg ir lignoceliuliozinés zaliavos hidrolize. Visi mégintuvéliai su
reakcijos miSiniais inkubuoti kratykléje esant 250 aps/min. Po fermentacijos proceso
meégintuvéliai patalpinti } vonele su verdanc¢iu vandeniu 5 min, kad inaktyvuoti fermenty misinj,
kuris balty nuosédy pavidalu iSkrinta ant dugno. Mégintuvéliai patalpinami j centrifuga, kurioje
centrifuguojami 10 min, esant 20 °C temperatiirai ir 4500 aps/min. Po centrifugavimo,
supernatantas su jame istirpusiomis medziagomis nudekantuojamas. Matuojama redukuoty cukry
(RC) koncentracija DNS metodu. Rezultatai suvedami j Design-Expert programa, kaip centrinio

kompozicinio rotatabilinio plano CKRP atsako signalas.
2.9 Optimaliy fermentavimo salygu jvairiai apdorotai biomasei taikymas

Visos fermentacijos atliktos naudojant smulkintas kanapiy luksty luobeles, kuriy diametras
nevirSija daugiau negu 0,5 mm, su papildomai atliktais biomasés apdorojimo procesais.
Naudotas komercinis fermenty miSinys — Viscozyme L. Fermentacijos reakcijos atliktos 250 mL
tirio plastikiniuose buteliuose, kurie su reakcijos miSiniais buvo inkubuoti termostatingje
kratykléje esant 50 °C temperatiirai ir 250 aps/min. Fermentacijos efektyvumas tirtas naudojant
10 g sausos medziagos suspenduotos 100 mL 50 mM natrio citrato buferiniame tirpale ir
paveikus 0,564 mL (0,67 g) Viscozyme L fermenty misiniu. Po fermentacijos proceso buteliukai
patalpinti | vonel¢ su verdan¢iu vandeniu 5 min, kad inaktyvuoti fermenty miSinj, kuris balty

nuosédy pavidalu iSkrinta ant dugno. Buteliukai patalpinami i centrifuga, kurioje centrifuguojami
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10 min, esant 20 °C temperatirai ir 4500 aps/ min. Po centrifugavimo, supernatantas su jame
iStirpusiomis medziagomis nudekantuojamas. Surinktas supernatantas liofilizuojamas, o po to

atlieckami iSeigy skai¢iavimai.
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3. Tyrimuy rezultatai ir jy aptarimas
3.1 Fermatavimo proceso optimizavimas

Fermentacijos efektyvumui uztikrinti atlickamas optimizavimas, Kkuris, varijuojant
skirtingais faktoriais (trukme, pH, E/S) ir atsako, t. y. redukuoty cukry koncentracija (mg/mL) po
fermentacijos, suteikia galimybe nustatyti kiek jmanoma efektyvesnes sglygas tolimesniems
fermentacijos procesams. Atsako vertés pateiktos 3.1 lenteléje. Konkreéiy, matematiSkai pagrijsty
fermentavimo optimizavimo darby su kanapiy lukstais literatliroje rasti nepavyko, todél buvo
atlikti darbai su kanapiy biomase naudojant hidrolizuojantj fermenta Viscozyme L. Remiantis
darbais, kuriuose augalinei zaliavai hidrolizuoti buvo naudotas fermenty [30, 31, 32] miSinys
Viscozyme L, galima pastebéti, kad optimalus pH svyruoja nuo 4 iki 5, o inkubacijos
temperatira iSlaikoma 50 °C. Daugiausiai varijuoja E/S santykis ir ekspozicijos laikas, kurie
tarpusavyje yra tiesiogiai susije. Tyr¢jai siekdami sumazinti E/S kiekj prailgina ekspozicijos
trukme ir atvirk$¢iai. Tinkamas optimaliy sglygy pritaikymas gali sutaupyti laiko, sumazinti
reagenty sanaudas ir padidinti hidrolizés bioprodukty iSeiga.

3.1 lentelé. Fermentacijos efektyvuma jtakojanéiy faktoriy centrinio kompozicinio rotatabilinio plano ir
atsako vertés.

Eil. nr.  Laikas, val pH E/S Redukuojantys

cukriis, mg/ mL
1 5.50 5.00 5.50 5,18+0,21
2 10.00 3.50 1.00 2,97 £0,06
3 5.50 5.00 5.50 5,25+0,07
4 5.50 5.00 5.50 5,36 £0,15
5 10.00 5.00 5.50 5,99 £ 0,03
6 5.50 5.00 1.00 4,13 £0,43
7 10.00 6.50 1.00 2,27 £0,05
8 5.50 3.50 5.50 5,42 +0,03
9 5.50 5.00 5.50 5,02 +0,09
10 5.50 5.00 10.00 5,88 £0,26
11 1.00 5.00 5.50 3,91 £ 0,06
12 10.00 3.50 10.00 6,84 £ 0,04
13 5.50 5.00 5.50 536+0,18
14 1.00 3.50 10.00 3,84 £ 0,02
15 1.00 6.50 10.00 3,19+0,13
16 1.00 3.50 1.00 2,46 £ 0,07
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17 10.00 6.50 10.00 6,12+ 0,20

18 5.50 5.00 5.50 5,24+0,11
19 1.00 6.50 1.00 1,87 £0,05
20 5.50 6.50 5.50 4,14+ 0,29

Darbo metu buvo jvertinta komercinio fermenty misSinio Viscozyme L jtaka kanapiy
lukstams. Papildomai atlikta hidrolizé — ekstrakcija tomis paciomis salygomis, kaip ir jprastinés
fermentacijos, tik be fermenty miSinio. Buferinio tirpalo su fermenty ir be fermenty miSinio
hidrolizés rezultatai (zr. 3.1, 3.2, 3.3 pav.) suteikia galimybe teigti, kad fermenty miSinys
Viscozyme L yra efektyvus naudoti lignoceliuliozinés Zaliavos apdorojimui, nes fermenty
misSinio hidrolizés efektyvumas yra didesnis, negu buferinio tirpalo jtaka zaliavos hidrolize:i.
Atitinkamai grafikuose pavaizduota iSsiskyrusiy redukuojanciy cukry kiekio priklausomybé nuo
buferinio tirpalo pH ir E/S santykio (fermentinés hidrolizés reakcijy) bei tik buferinio tirpalo pH

(hidrolizés be fermenty reakcijos), esant fiksuotai inkubacijos trukmei.

4,500
4,000

3,500

3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500 I
0,000

pH=3,5 pH=3,5 pH=5  pH=65 pH=65 pH=35 pH=5  pH=6,5
(E/5=1) (E/s=10) (E/S=55) (E/S=1) (E/S=10) (E/S=0) (E/S=0)  (E/S=0)

Redukuoty cukry konc., mg/mL

3.1 paveikslas. Redukuoty cukry iSeiga po 1 val terminés inkubacijos esant 50 °C.

Atlikus redukuoty cukry analiz¢ po 1 val reakcijos miSiniy inkubacijos, galima teigti, jog
efektyviausiai fermentinés reakcijos vyksta esant pH=5. Be to, galima pastebéti, jog esant
minétai pH vertei, reikalingas mazesnis E/S santykis, siekiant i§gauti didesnj RC kiekj. Bitina
atkreipti démesj, jog buferinio tirpalo hidrolizés jtaka, esant pH=5, taip pat yra didesné. Lyginant
RC iSeigas esant pH=3,5, matome, kad net mazas fermento substrato santykis E/S=1 ganétinai

stipriai paspartina hidroliz¢. Nors §io E/S ir pH reakcijos misinys, iSeigy atzvilgiu, atrodo daug
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zadantis, bet lyginant reakcijos misinio efektyvuma tomis paciomis pH=3,5 salygomis ir esant

maksimaliam fermenty santykiui E/S=10, jis tampa nebe toks svarbus.

7,000
6,000
—
5
5,000
E r
&
=
2 4,000
=
s
3 3,000
=
=
=)
o
= 2,000
=}
[:8)
o
- I I
0,000
pH=3,5 pH=6,5 pH=5 pH=5 pH=5 pH=3,5 pH=5 pH=6,5
(E/S=5,5) (E/S=5,5) (E/S=1) (E/S=5,5) (E/S=10) (E/S=0) (E/5=0) (E/5=0)

3.2 paveikslas. Redukuoty cukry iSeiga po 5,5 val terminés inkubacijos esant 50 °C.

Reakcijy misiniai, kurie buvo inkubuoti 5,5 val, pasizyméjo salyginai didele RC iSgava,
lyginant visus rezultatus tarpusavyje, gautus po skirtingos trukmes inkubacinio laikotarpio. I$
rezultaty galima matyti, kad fermentacijos miSiniai esant pH=3,5 ir pH=5 ir vienodam fermento
substrato E/S=5,5 santykiui, turi labai panasias redukuoty cukry iSeigas. Sie rezultatai jau $iuo
metu leidzia teigti, jog komercinis fermenty misinys Viscozyme L aktyVvesnis rigstingje terpéje.
RC koncentracijos nustatytos esant pH=6,5 yra mazos, atsizvelgiant j kity reakcijos misiniy E/S
santykj. Lyginant buferiniy tirpaly hidrolizés jtaka RC koncentracijai po 5,5 val inkubacijos ir 1
val, matyti, kad skirtingy pH buferiniai tirpalai ir toliau skatina hidrolizg, bet atsizvelgus | RC

koncentracijas po fermentinés hidrolizés, §i jtaka tampa salyginai maza.
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8,000

7,000

Redukuoty cukry konc., mg/mL

pH=3,5
(E/5=1)

6,000
5,000
4,000
3,000
2,000
1,000 I '
0,000

pH=3,5
(E/5=10)

pH=5  pH=65 pH=6,5 pH=3,5 pH=5  pH=6,5
(E/5=5,5) (E/s=1) (E/S=10) (E/S=0) (E/S=0) (E/S=0)

3.3 paveikslas. Redukuoty cukry iSeiga po 10 val terminés inkubacijos esant 50 °C.

Reakcijy miSiniai po 10 valandy inkubacijos laikotarpio pasieké maksimalias RC

koncentracijos vertes. Didziausia verté pasiekta esant pH=3,5 ir E/S=10. Beveik vienodos RC

koncentracijos pasiektos esant pH=5 ir pH=6,5, bet vertinant, kad reakcijos misinys esant pH=5

turi beveik dvigubai mazesnj E/S santykj, efektyviausiai fermentavimo procesas veikia yra esant

pH=5.

Design — Expert programoje atlickamas rezultaty analizavimas, panaudojant sukauptus RC

duomenis. Optimaliy salygy parinkimas atlickamas programa Design — Expert apdorojant atsako

(RC) priklausomybe nuo kintamyjy faktoriy (trukmés, E/S, pH). Programa automatiskai

apskaiciuoja optimalias proceso salygas. Galima pasirinkti i§ keletos nustatyty reikSmiy pagal

aktualiausia norimg gauti rezultat. Trimaciuvose (Zr. 3.4 pav.) grafikuose vizualiai puikiai

atsispindi atsako priklausomybé nuo kintamyjy faktoriy.

Centriskai kompozicinj rotatabilinj plang jvertinantys parametrai yra:

e determinacijos koeficientas, kuris lygus R=0,9807,

e koreguotas determinacijos koeficientas, kuris lygus R?=0,9633,

e prognozuotas koreguotas determinacijos koeficientas R?= 0,8778,

e dispersijy santykio paklaida P=0,0199.

Apskaiciuoti determinacijos koeficientai leidzia teigti, jog planas buvo sudarytas tinkamai

ir jo duomenys gali biiti sékmingai panaudoti adekvaciai jvertinti proceso optimizavimo salygas.
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RC konc., mg/mL

RC konc., mg/mL

RC konc., mg/mil.

3.4 paveikslas. RC priklausomybé nuo kintamyjy faktoriy (E/S, trukmés ir pH).
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Optimalios fermentavimo salygos pateikiamos Design — Expert programa jvertinus
kintamyjy kriterijy ir atsako svarbumg. Fermento Kiekis ir jo santykis su substratu pasirinktas
pagal nustatytas optimalias salygas kompiuterine programa Design-Expert. Siekiant iSvengti
perteklinio fermenty miSinio kiekio skystojoje frakcijoje, buvo pasirinkta E/S santykj
minimizuoti. Taip pat buvo minimizuotas trukmeés intervalas. Fermentacijos trukmé turi biiti
pasirinkta tokia, kad reakcijos mi$iniy inkubacijos laikotarpiu neprasidéty nepageidaujamas
mikroorganizmy augimo proverzis. pH apskaiCiuotos jvertinant vienodai visas galimas pH
intervalo reik§mes. Redukuoty cukry RC kiekio atsakas maksimizuotas, nes tai yra rodiklis, kuris
apibiidina fermentacijos efektyvumg. Optimalus fermento substrato santykis E/S sieke 6,7%, pH

verté — 4,54, inkubavimo trukmé — 6 val 12 min.

3.2 Kanapiy sékly lukSty ekstrakty iSeigos po skirtingy ekstrakcijos

apdorojimo procesy

Kanapiy sékly luobelés i pradziy apdorotos SFE-COz2, PLE, UAE ekstrahavimo procesais.
ISekstrahuotos medziagos surinktos ir sukoncentruotos vakuuminiu rotoriniu garintuvu
(organiniy tirpaly ekstraktai) arba liofilizatoriumi (neorganiniy tirpaly ekstraktai). Gautos

ekstrakty isSeigos grafiskai pavaizduotos 3.5 paveiksle.

KL po adorojimo SFE-CO2, UAE-Et{70%), PLE-Et(70%)

KL po adorojimo SFE-CO2, UAE-Ac, PLE-Ac

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Et(70%)

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%)-H20(140 °C)

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%)

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac

KL po apdorojimo SFE-CO2

il

o

2 4 6 8 10

KL - kanapiy luk3tai, Ac - acetonas, Et - etanolis ISeiga, %

Paveikslas 3.5. Ekstrakty mi$iniy iSeigos po skirtingy ekstrakcijos metody pritaikymo.
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IS 3.5 paveiksle pateikty duomeny matyti, kad daugiausia kanapiy sékly luobelése vyrauja
nepoliniai organiniai junginiai. Tai atspindi apskaiciuota ekstrakto iSeiga po apdorojimo SFE-
COg2, kuri siekia 8,75+0,518 %. SFE-CO: ekstrakcija apdorota kanapiy luksty biomasé sekanciais
etapais naudota atlikti ekstrakcijoms didesnio poliskumo organiniais tirpikliais, kaip acetonas,
etanolis ir vanduo.

Antruoju ekstrahavimo etapu kanapiy lukStai po apdorojimo SFE-CO:2 ekstrahuoti
automatizuota suspausto skyscio ekstrakcijos (PLE) sistema, naudojant acetong ir 70 % etanolj.
IS pradziy pasirinktas naudoti acetonas, kaip maziausiai poliSkiausias tirpiklis sekantis po
superkrizinio anglies dvideginio. Ekstrakto iSeiga siekia 5,52+0,48 %. Antru atveju,
ekstrahuojant PLE sistema, naudotas 70 % etanolis, kurio ekstrakto iSeiga — 6,14+0,46 %.
Remiantis gautais rezultatais galima teigti, kad kanapiy lukstuose po SFE-COz2 poliniy junginiy
kiekis didéja, nes naudojant 70 % etanolj gauta 11,21 % didesné ekstrakty iSeiga.

Treciuoju etapu buvo siekiama jvertinti netiesioginés ultragarso ekstrakcijos (UAE) jtaka
SFE-CO:2 apdorotai zaliavai, kuomet acetonas ir 70 % etanolis i$ pradziy naudotas UAE procese,
o po to PLE su tais paciais tirpikliais. Ekstrakcijos iSeiga po UAE acetonu ir PLE acetonu siekia
6,16+0,44 %, o po ekstrakcijos UAE 70 % etanoliu ir PLE 70 % etanoliu, iSeiga sickia 7,52+0,58
%. Sie rezultatai parodo, kad papildomas apdorojimas netiesioginiu UAE acetonu ir PLE acetonu
11,56 % padidina ekstrakty iSeigg, lyginant su apdorojimu tik PLE acetonu. Atitinkamai 22,50 %
padidéjo ekstrakty iSeigos po apdorojimo 70 % etanoliu. Taip pat po apdorojimo netiesioginiu
UAE ir PLE yra pastebimas 22,11 % didesnis poliniy junginiy iSekstrahavimas, t. y. netgi
dvigubai didesnis uz ekstrahavima tik PLE sistema.

Ketvirtuoju etapu kanapiy sékly lukstai po apdorojimo SFE-CO2 buvo ekstrahuoti PLE
automatizuota sistema pakopiSkai naudojant skirtingo poliSkumo tirpiklius did¢jancio polisSkumo
tvarka: acetonas, 70 % etanolis, vanduo (140 °C). Atitinkamai gautos ekstrakty iSeigos: su
acetonu — 5,52+0,48 %, 70 % etanoliu — 2,01+0,11 %, vandeniu (140 °C) — 5,03+0,08 %. Suminé
visy PLE ekstrakty iSeiga — 12,55+0,41 %. Pakopiskai ekstrahuojant SFE-CO:2 apdorotus
kanapiy sékly lukstus PLE acetonu, 70 % etanoliu ir vandeniu (140 °C), gauta 43,47 % didesné
iSeiga, lyginant su SFE-COz2 ekstrakto iSeiga. Suminé¢ SFE-COz2 ir pakopinés PLE acetonu, 70 %
etanoliu ir vandeniu (140 °C) ekstrakcijos iSeiga siekia — 21,30 %. Tai yra efektyviausias

technologiné procesas siekiant iSgauti didZiausig kiekj bioaktyviy medziagy.
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3.3 Optimaliy fermentavimo sglyguy pritaikymas kanapiy luk§ty méginiams

apdorotiems skirtingais ekstrakcijos metodais

Niekuo neapdoroti ir apdoroti skirtingais ekstrakcijos procesais (SFE-CO2, PLE, UAE)
kanapiy sékly lukstai buvo papildomai fermentuoti optimaliomis saglygomis (E/S=6,7, pH=4,54,
inkubacijos laikas — 6 val ir 12 min, temperatira — 50 °C, orbitalinés maisyklés greitis — 250
aps/min) Viscozyme L fermenty miSiniu ir ekstrahuoti 50 mmol/L natrio citratiniu buferiniu
tirpalu tomis paciomis salygomis, kaip ir fermentacijos, siekiant i$siaiskinti fermentacijos jtaka
atpalaiduojant bioaktyvius junginius i§ lignoceliuliozinés Zzaliavos. Po fermentacijy gauti
bioaktyviy junginiy tirpalai liofilizuoti ir i$ jy suskai¢iuotos atpalaiduoty junginiy iSeigos, kurios

pateiktos 3.6 paveiksle.

KL po UAE buferiniame tirpale irinkubacinio poveikio BF ir FM I
KL po apdorojimo UAE buferiniame tirpale ir inkubacinio poveikio BF
KL po adorojimo SFE-C02, UAE-Et(70%), PLE-Et(70%), BF ir FM
KL po adorojimo SFE-CO2, UAE-Et(70%), PLE-Et(70%) ir BF

KL po adorojimo SFE-CO2, UAE-Ac, PLE-Ac, BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2, UAE-Ac, PLE-Ac ir BF

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Et(70%), BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Et(70%) ir BF

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et{70%)-H20(140 °C), BF ir FM
KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%)-H20(140 °C) ir BF

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%), BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%) ir BF

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac, BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Acir BF

KL po adorojimo SFE-CO2, BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2 ir BF

KL apdorojus BF ir FM

KL apdorojus BF

T 1
25 30
I15eiga, %

o
u
=
o
=
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KL - kanapiu lukstai, Ac - acetonas, Ft - etanolis, BF - buferinis tirpalas, FM - Fermentu misinys

3.6 paveikslas. Bioaktyviy junginiy i$eigos po fermentavimo proceso.

Pirmoji fermentacija ir ekstrakcija buferiniu tirpalu buvo atlikta naudojant nieko
neapdorotus kanapiy sekly lukstus, kuriy iSeigos sieké 17,73+0,07 % ir 13,24+0,56 %. Sie
rezultatai parodo, kad komerciniy fermenty Viscozyme L miSinys 33,91 % daugiau padeda
atpalaiduoti lignoceliuliozinéje matricoje jsiterpusius junginius. Antru etapu fermentacijai ir
ekstrakcijai buferiniu tirpalu atlikti buvo naudota kanapiy sékly luksty biomasé po apdorojimo

SFE-CO2. Gauti rezultatai praktiSkai nesiskyré nuo gauty pirmuoju etapu. ISeigos po apdorojimo
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fermenty misiniu — 17,45+0,45 % ir po apdorojimo buferiniu tirpalu — 12,93+0,45 %. Fermenty
pagalba pavyko 34,95 % daugiau iSgauti tirpiy junginiy. Lyginant pirmuoju ir antruoju etapu
gautus rezultatus, galima pasakyti, kad kanapiy sékly luksty biomasé turi pakankamai daug
lengvai atpalaiduojamy tirpiy nepoliniy ir poliniy junginiy. Tai gerai atsispindi iSeigy vertése
gautose tiesiog inkubuojant biomase buferiniame tirpale.

Treciuoju etapu buvo atlikta fermentacija ir ekstrakcija buferiniu tirpalu naudojant kanapiy
sékly lukstus po apdorojimo SFE-CO: ir PLE acetonu. Fermentacijos iSeiga sieké — 12,88+0,73
%, o0 ekstrakcijos buferiniu tirpalu — 2,61£0,12 %. Siuo atveju matyti, kad didZioji dalis lengvai
prieinamy bioaktyviy junginiy buvo iSekstrahuota SFE-CO2 proceso metu, o sunkiau prieinami
junginiai atpalaiduoti hidrolizuojant lignoceliuliozing matricg. Tirpiy junginiy kiekis padidéjo
net 5 kartus lyginant su nefermentuotu meginiu.

Ketvirtuoju etapu, kuomet buvo atlickama fermentacija ir ekstrakcija su zaliava po
apdorojimo SFE-CO:2 ir PLE 70 % etanoliu, gauti panasus fermentavimo rezultatai, kaip ir
treiuoju atveju. ISeigos atitinkamai sieké 12,38+0,74 % ir 1,59+0,11 %. Fermenty miSinio jtaka
lémé beveik astuonis kartus didesnj kiekj susidariusiy tirpiy junginiy lyginant su ekstrakcija
buferiniu tirpalu.

Penktuoju etapu atlikta fermentacija ir ekstrakcija buferiniu tirpalu su kanapiy sékly
lukstais, kurie buvo apdoroti SFE-COz2 ir automatizuota PLE sistema, pakopiskai ekstrahuojant
didéjancio poliskumo tirpikliais: acetonu, 70 % etanoliu, vandeniu (140 °C). Fermentacija ir
ekstrakcija buferiniu tirpalu su Zzaliava, kuri buvo apdorota SFE-CO: ir acetonu, paminéta
treCiame etape. Biomasés, kuri buvo apdorota SFE-CO: ir PLE acetonu bei 70 % etanoliu,
fermentavimo metu susidare tirpts junginiai sudaré 10,67+0,79 %, o ekstrahavimo buferiniu
tirpalu metu — 1,74+0,09 %. Fermentacija jtakojo daugiau negu 6 kartus didesnj bioaktyviy
medziagy i8siskyrimg. Fermentacijos, kuriai buvo panaudota kanapiy sékly luobeliy Zaliava,
apdorota SFE-CO: ir PLE acetonu, 70 % etanoliu, vandeniu (140 °C), iSeiga smarkiai sumazéjo
ir sieké 4,96+0,17 %, o ekstrakcijos buferiniu tirpalu iSeiga sieké 1,01+0,10 %. Siuo atveju
taipogi galima matyti absoliu¢ig fermentavimo proceso naudg bioaktyviy junginiy iSgavimui,
kuris beveik 5 kartus padidina junginiy iSeigg lyginant su ekstrakcija buferiniu tirpalu.

Sestuoju etapu buvo norima jvertinti UAE ekstrakcijos bei fermentavimo proceso
kombinacijos efektyvumga. IS pradziy buvo naudota niekuo neapdorota kanapiy sékly luksty
biomas¢ jg veikiant netiesiogine UAE buferiniame tirpale ir po to apdorojant biomase
fermentavimo metu ir tiesiog tolimesniu buferinio tirpalo poveikiu. Kanapiy sékly luksty po
apdorojimo UAE buferiniame tirpale ir fermenty mis$iniu iSeiga sieké — 21,98+2,13 %, 0 po
apdorojimo UAE buferiniame tirpale ir tolimesnés ekstrakcijos buferiniu tirpalu — 13,92+1,74 %.

Kanapiy sékly luksty ekstrahavimas buferiniame tirpale ir fermentavimas fermenty miSiniu
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padidino ekstrakcijos iSeiga 19,17 % lyginant su pirmame etape atliktu fermentavimu.
Ekstrakcija buferiniu tirpalu $iuo atveju lyginant su iSeiga gauta pirmame etape didelés jtakos
neturéjo, t. y. iSeiga padidéjo tik 5 %. Kanapiy sékly luksty biomasé¢, kuri buvo apdorota SFE-
COg2, ekstrahuota UAE acetone ir PLE acetonu. Atitinkamai gautos iSeigos 12,38+0,74 % ir
6,00+0,71 %. Tokiomis paciomis sglygomis apdorota biomasé vietoj acetono naudojant 70 %
etanolj. Fermentavimo iseigos sieké 10,51+0,34 %, o ekstrahavimo buferiniu tirpalu — 2,69+0,14
%. IS gauty rezultaty galima teigti, jog UAE acetonu geriau sgveikauja su kanapiy sékly luksty
biomase, nes tiek fermentavimo metu, tiek ekstrahavimo buferiniu tirpalu metu, gautos didesnés
iSeigos. Fermentavimo proceso — 17,79 %, o ekstrahavimo buferiniu tirpalu iSeiga buvo didesné
daugiau negu 2 Kkartus.

Po fermentacijy ir ekstrakcijy buferiniu tirpalu skystyjy frakcijy liofilizuoti bandiniai buvo
panaudoti redukuojanciy cukry (RC) procentiniam kiekiui gautose iSgavose suskaiCiuoti. RC

nustatyti atliekant spalvines reakcijas DNS metodu. Rezultatai pateikti grafiskai 3.7 paveiksle.

KL po UAE buferiniame tirpale irinkubacinio poveikio BF ir FM

KL po apdorojimo UAE buferiniame tirpale ir inkubacinio poveikio BF
KL po adorojimo SFE-CO2, UAE-Et(70%), PLE-Et(70%), BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2, UAE-Et(70%), PLE-Et(70%) ir BF

KL po adorojimo SFE-CO2, UAE-Ac, PLE-Ac, BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2, UAE-Ac, PLE-Ac ir BF

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Et(70%), BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Et(70%) ir BF

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%)-H20(140 °C), BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%)-H20(140 °C) ir BF

KL po adorojima SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%), BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%) ir BF
KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac, BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac ir BF

KL po adorojimo SFE-CO2, BF ir FM

KL po adorojimo SFE-CO2 ir BF

KL apdorojus BF ir FM

KL apdorojus BF

10% 20% 30% 40% 50% 60%
RC kiekis iSgavoje, %

Qo _
ES

KL - kanapiu luk3tai, Ac - acetonas, Et - etanolis, BF - buferinis tirpalas, FM - Fermenty misinys

3.7 paveikslas. Redukuoty cukry kiekis tirpiy medziagy iSgavose.

IS rezultaty puikiai matyti, kad redukuojanciy cukry kiekis visy fermentuoty zaliavy
skystojoje iSgavoje yra beveik dvigubai didesnis lyginant su ta pacia biomase, tik paveikta
ekstrakcijos buferiniu tirpalu. Taipogi, susidariusiy redukuojanciy cukry kiekis méginiuose
atspindi, kad Viscozyme L fermenty miSinys buvo aktyviausias, kuomet medziaga buvo

apdorojama po kombinuoty SFE-CO2, PLE ir UAE ekstrakcijy lyginant su zZaliava, kuri niekuo
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nebuvo apdorota prie§ fermentacijos procesa. Galima daryti iSvada, kad papildomi biomasés
apdorojimai jvairiais ekstrakcijos metodais, padeda fermenty miSiniui lengviau pasiekti
celiuliozing kanapiy sékly luobeliy sandaros dalj ir efektyviau hidrolizuoti karbohidratinius

rys$ius.

3.4 Optimaliy fermentavimo salygu pritaikymas jvairiais ekstrakcijos

metodais apdorotai grikiy sékly luksty biomasei

Grikiy lukstai susmulkinti sietiniu maltinu iki ne didesniy, kaip 0,5 mm daleliy.
Susmulkinta grikiy luk$ty biomasé (niekuo neapdorota ir apdorota skirtingais ekstrakcijos
metodais) buvo panaudota atlikti fermentavima, pritaikant optimalias salygas, kurios buvo gautos
atlikus fermentuojant kanapiy sékly lukStus su Viscozyme L fermenty miSiniu pagal sudarytg
CKRP.

Pirmuoju etapu buvo atliktas Zaliaviniy grikiy luksty apdorojimas SFE-CO2. Buvo gauta
labai maza iSeiga — 0,43+0,06 %. Po to seké pakopinis ekstrahavimas PLE acetonu, 70 %
etanoliu ir vandeniu (140 °C). Atitinkamai gautos i$eigos: 0,34+0,03 %, 0,45+0,02 %, 5,77+0,36

%. Ekstrakcijy iSeigy rezultatai grafiSkai pavaizduoti 3.8 paveiksle.

GL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%)-H20(140 °C)

GL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%)

GL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac

GL po apdorojimo SFE-CO2

0 1 2 3 4 5 6 7

GL - grikiy luk&tai, Ac - acetonas, Et - etanolis I15eiga, %

3.8 paveikslas. Ekstrakty misiniy iSeigos i§ grikiy luksty po skirtingy ekstrakcijos metody pritaikymo.

IS ekstrakcijos rezultaty galima teigti, jog daugiausia grikiy lukSty luobelése yra poliniy junginiy.
Tai atspindi net daugiau negu 10 karty gauta didesné tirpiy junginiy iSeiga ekstrahuojant PLE
vandeniu (140 °C), negu PLE acetonu ar 70 % etanoliu.

Antru etapu buvo atlikti fermentavimo procesai optimaliomis sglygomis (Zr. 3.9 pav.) su
zaliaviniais ir skirtingais ekstrakcijos metodais apdorota grikiy luksSty biomase. Méginiai su
substratu ir buferiniu tirpalu be fermento misinio buvo naudoti kaip kontrolés sekti fermentavimo
efektyvumui. I§ pradziy atliktas fermentavimas su niekuo neapdorotais grikiy lukstais. Gauta
daugiau negu 10 karty didesné tirpiy junginiy iSeiga lyginant su ekstrakty iSeigomis po SFE-COz,
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PLE acetonu ar 70 % etanoliu. Méginio su fermenty misiniu iSeiga sieké 5,44+0,36 %, O

kontrolinio méginio 1,15+0,52 %. Taip pat buvo atliktas fermentavimas su SFE-CO2 apdorotais

GL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Ft(70%)-H20(140 °C), BF ir FM - -
GL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%)-H20(140 °C) ir BF
GL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%), BF ir FM

GL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac-Et(70%) ir BF

|
I ——|
|
GL po adorojimo SFE-CO2, PLE-Ac, BFir FM e
GL po adorojimo SFE-CO2, PLE-AcirBF W
GL po adorojimo SFE-CO2, BF ir FM [
GL po adorojimo SFE-CO2 ir BF IR
GL apdorojus BF ir FM [
o

GL apdorojus BF

0 2 4 6 8 10 12

GL - grikiy lukstai, Ac - acetonas, Et - etanolis, BF - buferinis tirpalas, FM - Fermentu misinys I8eiga, %

3.9 paveikslas. Bioaktyviy junginiy iSeigos i§ grikiy luksty po fermentavimo proceso.

grikiy lukstais. ISeigy rezultatai gauti labai panasis, kaip ir su niekuo neapdorotais lukstais, t. y.
5,28+0,10 % (su fermenty miSiniu) ir 0,9+0,34 % (kontrolinio méginio). Be to, buvo atliktas
fermentavimas su zaliavomis, gautomis po pakopinés PLE ekstrakcijos acetonu, 70 % etanoliu ir
vandeniu (140 °C). Atitinkamai gauti iSeigy rezultatai: 8,82+0,72 %, 10,67+0,61 %, 5,42+0,12
%. Kontroliniy bandiniy i$eigos nevir§ijo 0,2 %. Sie ideigy rezultatai puikiai atspindi, kad
bioaktyviy junginiy atpalaidavimui i§ neapdorotos ir po jvairiais ekstrakcijos metodais apdorotos
grikiy luksty biomasés, geriausiai tinka fermentavimas, kuris ypatingai padidina tirpiy junginiy

susidaryma.
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4. Rekomendacijos

4.1 Efektyviausio bioaktyviy junginiy iSgavimo proceso i§ kanapiu sékly

lukSty aparatiiriné schema

Didziausia bioaktyviy junginiy iSeiga 1§ kanapiy sékly luksty pasiekta naudojant
technologinj procesa, kurio metu zaliaviniai kanapiy lukstai apdoroti SFE-COz ir PLE (acetonu,
70 % etanoliu, 140 °C vandeniu) ir fermentine hidrolize. Aparatiiriné schema pavaizduota 5.1
paveiksle.

Technologinis procesas prasideda atidarius sklende DV1 ir jjungus sraigtinj transporterj
ST, kuris i§ rezervuaro R1 per linijg L1 | sietinj maliing SM transportuoja kanapiy lukstus.
Kanapiy lukstai susmulkinami iki ne didesniy negu 0,5 mm diametro daleliy esant 10000
aps/min sukimosi greiciui. Smulkinami lukS$tai nepertraukiamai patenka ] rezervuarg R2.
Atidarius sklendes DV2 ir DV3 per linijg L2 i§ rezervuaro R2 susmulkinti kanapiy lukstai
transportuojami pneumatiniu siurbliu PS1 j SFE-CO:2 ekstraktoriy, kuriame esant 60 °C
temperatiirai ir 55 MPa slégiui superkriziniu CO2 ekstrahuojama biomasé naudojant 30 min
stating ir 180 min dinamine¢ ekstrakcijg. Atidarius sklende DV5 ekstraktas surenkamas per linija
L3 j talpg TA2. Po ekstrahavimo SFE-CO2 apdorota biomasé linija L4 ir atidarius sklend¢ DV4
transportuojama pneumatiniu siurbliu PS2 j PLE ekstraktoriy, kuriame atlickamas ekstrahavimas
iSlaikant 10,3 MPa slégj ir darbing 70 °C temperatiirg ekstrakcijai acetonu, 70 % etanoliu bei
darbing 140 °C ekstrakcijai vandeniu. Ekstraktai i§ PLE sistemos transportuojami trijy skyriy
talpg TA3. Linija LS ir atidarius sklende DV6 teka ekstraktas, gautas po ekstrakcijos acetonu, o
linija L5 ir atidarius DV7 transportuojamas ekstraktas, gautas po ekstrakcijos 70 % etanoliu.
Atinkamai ekstraktas, gautas po ekstrakcijos 140 °C vandeniu surenkamas per linijg L7 atidarius
sklend¢ DV8 1 3 skyriy talpg TA3. Apdorotos PLE ekstraktoriumi kanapiy sékly luksty dalelés
transportuojamos pneumatiniu siurbliu PS3 | fermentatoriy F per L12 linijg atidarius sklendes
DV9 ir DV10.

Dinatrio citrato ir mononatrio citrato drusky misinys, kurj iStirpinus atitinkamame kiekyje
vandens gaunamas 50 mmol/L koncentracijos ir 4,54 pH buferinis tirpalas, transportuojamas
pneumatiniu siurbliu PS4 atidarius sklendes DV15 ir DV16 per linija L10 j uzdarg maisSykle MA.
IS dejonizatoriaus DIl atidarius sklendes DVI1 ir DVI2 iScentriniu siurbliu IS1
transportuojamas dejonizuotas vanduo | talpg TAl. Barometru Bl sekamas vamzdynuose
tekanCio vandens slégis. IS talpos TA1 iScentriniu siurbliu IS2 transportuojamas dejonizuotas
vanduo, kuris atidarius sklendes DV13 ir DV14 teka j maiSykle MA, kurioje varikliui M2

perduodant sukimo judesj i maiSyklés rotoriy yra uztikrinamas greitesnis citratiniy drusky
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F - fermentatorivs;

SH - sjetinie malidnas,

O - Dizfiltravimo renginys;
H - pH matawimo renginys:
PE - PLE ekstrakiorius:

Mz

JT - juostinis trancporteris;

ST - eraigtinis transporteric,

0K - dekanteris.
HF - "Mutche” filtras,
SE - SFE-COZ ekctrakborius,

R - 3 - rezervearas,

150 - &) - Ecentrinis siurblys,

DA - 2 - dejonizatorius;
M - Z1 - motoras;
B - 71 - barometras;

PSM - L] - pneumatinis siurhlys,
Tl - A - termometras;

PP[ - 3] - perictaltinic siurlys:
ThE - 7 - talpyhla;

O4[ - 30) - dickinis woituvas;
L[ -19) - transportavima Llinija:

5.1 paveikslas. Efektyviausio bioaktyviy junginiy i§gavimo proceso i§ kanapiy sékly luksty aparatiiriné

schema.

citratiniy drusky tirpinimas. Barometru B2 sekamas vamzdynuose tekanc¢io vandens slégis. pH

maisSykléje MA uztikrinamas pH matavimo elektrodu H. Pagamintas buferinis tirpalas i§ talpos

MA iScentriniu siurbliu IS3 atidarius sklendes DV17 ir DV18 transportuojamas per linijg L11 |
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fermentatoriy F. Barometru B3 sekamas vamzdynuose tekancio buferinio tirpalo slégis.
Fermentavimo metu fermentatoriuje F termometrais T1 ir T2 uztikrinama 50 °C temperatiira.
Motoro M1 sukuriamas sukamasis judesys, kuris yra perduodamas j fermentatoriaus rotoriy F
siekiant uztikrinti spartesnius Silumos mainus ir aktyvesnes chemines reakcijas.

Uzbaigus fermentavimo procesg ir atidarius sklendes DV19 ir DV20 per linija L13
peristaltiniu siurbliu PP1 transportuojamas kanapiy sékly luksty hidrolizatas j dekanterj DK,
kuriame atskiriamos kietoji ir skystoji fazés. Barometru B4 stebimas vamzdynuose susidargs
slegis. Atidarius sklende DV21 per linijg L14 kietoji frakcija transportuojama juostinio
transporterio JT j surinkimo talpg TA4. Skystoji frakcija tiekiama j talpg TAS per linijg L15,
atidarius sklend¢ DV22. IS talpos TA1S5, atidarius sklendes DV23 ir DV24, skystoji frakcija
transportuojama peristaltiniu siurbliu PP2 j ,,Nutche* filtravimo sistema. Barometru B5 stebimas
sistemoje susidarantis slégis. IS ,,Nutche® filtravimo sistemos dar kartg perfiltruota, skaidri
skystoji frakcija transportuojama per linijg L16 j Diafiltravimo jrenginj D atskirti skystojoje
frakcijoje esancias druskas. Skystoji frakcija tiekiama peristaltiniu siurbliu PP3 j diafiltravimo
jrenginj atidarius sklendes DV25 ir DV26. Barometru B6 stebimas sistemoje susidarantis slégis.

Atidarius sklendes DV29 ir DV30 dejonizuotas vanduo tiekiamas iScentriniu siurbliu [S4 |
diafiltravimo jrangg D per linijg L19. Barometras B7 naudojamas stebéti tiekiamo vandens slégj.
IS diafiltravimo jrangos, atidarius sklende DV27 i talpag TA6 per linija L18 surenkamos atliekos,
o | talpa TA7, atidarius sklend¢ DV28, per linijg L17 surenkamas galutinis produktas.
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5. Isvados

¢ Nustatytos optimalios kanapiy sekly luobeliy (d<0,5 mm) fermentavimo salygos: pH=4,54,
E/S=6,7, ekspozicijos trukmé — 6 val ir 12 min visada iSlaikant 50 °C temperatiirg ir 250
aps/min greitj.

e Optimalios fermentavimo sglygos pritaikytos niekuo neapdorotai ir jvairiomis ekstrakcijy
(SFE-CO2, PLE, UAE) kombinacijomis apdorotai kanapiy sékly luobeliy biomasei.
Nustatyta, kad fermentacijos procesas su zaliava, kuri buvo apdorota SFE-CO2 ir PLE
(acetonu, 70 % etanoliu arba 140 °C vandeniu), padidina nuo 5 iki 8 karty bioaktyviy
junginiy iSeiga lyginant su ta pacia zaliava, kuri buvo tik inkubuota 50 mmol/L natrio
citratiniame buferiniame tirpale i$laikant tas pacias fermentacijos metu taikomas aplinkos
salygas. Be to, nustatyta, kad fermentacija naudojant zaliavg po ekstrakcijos UAE
(acetonu), PLE (acetonu) ir UAE (70 % etanoliu), PLE (70 % etanoliu) atitinkamai
padidina bioaktyviy junginiy iSeiga nuo 2 iki 4 karty lyginant su ta pacia Zaliava
inkubuota buferiniame tirpale.

¢ ISmatuotos redukuojancéiy cukry koncentracijos skystosiose fazése, gautose po jvairiais
ekstrakcijos metodais apdoroty kanapiy luksty fermentavimo procesy, ir apskaiciuoti RC
procentiniai kiekiai isgavose.

e Darbe nustatytos optimalios fermentavimo salygos pritaikytos bioaktyviy junginiy
1Sgavimui 1§ grikiy lukSty biomasés. Gauti iSeigy rezultatai fermentavimo metu buvo
daugiau negu desimt karty didesni lyginant su iSeigy rezultatais, gautais po ekstrakcijy
SFE-COg2, PLE acetonu ar 70 % etanoliu.

e Sudaryta rekomenduojama efektyviausio bioaktyviy junginiy iSgavimo i§ kanapiy sékly

luksty technologinio proceso gamybiné aparattiriné schema.
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y=0,5326x-0,0894
R?=0,9993

L- gliukoze, mg/mL

Kalibraciné kreivé redukuoty cukry analizei DNS metodu.
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Biorefining of buckwheat (Fagopyrum esculentum) hulls 1 by using supercritical fluid,

pressurized liquid and enzyme-assisted extraction methods

Ignas Mackéla, Tomas Andriekus, Petras Rimantas Venskutonis*

Department of Food Science and Technology, Kaunas University of Technology, Radvilény pl.
19, Kaunas, LT-50254, Lithuania,

*corresponding author: rimas.venskutonis@ktu.lt

Abstract

Dehulling of buckwheat seeds produces high amounts of processing by-product, the hulls.
Soxhlet, supercritical carbon dioxide (SFE-CO2), pressurized liquid (PLE) and enzyme assisted
(EAE) extraction schemes were applied for the hulls for their biorefining into higher added value
soluble 16 fractions. The highest total yield in Soxhlet extraction using hexane, acetone and
methanol was 17 5.2%, while at optimal SFE-COz parameters (55 MPa, 60 °C, 90 min) 1.47 %
of lipophilic constituents were isolated. Addition of 5% co-solvent ethanol in SFE-CO2
increased the yield to 1.86%. Extract yields were highly dependent on powder particle size.
Fractionation process was continued by applying PLE and EAE using ‘green’ solvents, ethanol
ant water and commercial xylanolytic enzyme preparation Viacozyme L. These methods enabled
to remarkably increase (4-5- fold) the yields of soluble fractions. The extracts and residues of
extractions were evaluated using antioxidant activity and total phenolic content assays. The study
shows that buckwheat hulls may be biorefined into high antioxidant capacity and other
functional ingredients, which may find various applications, primarily in foods and

nutraceuticals.

Keywords: buckwheat hulls; supercritical fluid extraction; pressurized liquid extraction; enzyme

assisted extraction; antioxidant capacity
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